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특허청구의 범위

청구항 1 

모 B. 리체니포르미스 (B. licheniformis) 알파-아밀라아제의 변이체로서, 서열번호: 4 에 대해 적어도 약 90%

서열 동일성을 가지면서 서열번호: 4 에 대응하는 S239 의 치환을 포함하는 아미노산 서열을 가지며, 또한 알파

-아밀라아제 활성을 나타내는 변이체.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 서열번호: 2 를 포함하는 변이체.

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 서열번호: 2 로 이루어진 변이체.

청구항 4 

제 1 항에 있어서, S239 치환이 S239Q 인 변이체.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, S239 치환이 S239A 인 변이체.

청구항 6 

제 1 항에 있어서, 서열번호: 4 에 대해 적어도 약 95% 서열 동일성을 갖는 변이체.

청구항 7 

제 6 항에 있어서, 서열번호: 4 에 대해 적어도 약 98% 서열 동일성을 갖는 변이체.

청구항 8 

제 1 항에 있어서, 서열번호: 4 의 알파-아밀라아제와 비교하여 변경된 융해 온도를 갖는 변이체.

청구항 9 

제 8 항에 있어서, 서열번호: 4 의 알파-아밀라아제와 비교하여 증가된 융해 온도를 갖는 변이체.

청구항 10 

제 9 항에 있어서, 상기 변이체의 증가된 융해 온도가 부가적인 칼슘을 요구하지 않는 변이체. 

청구항 11 

모 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제의 변이체를 인코딩하는 단리된 핵산으로서, 이 때 상기 변이체는 서열번

호: 4 에 대응되는 S239 치환을 가지며 서열번호: 4 에 대해 적어도 약 90% 서열 동일성을 갖고, 또한 상기 변

이체가 알파-아밀라아제 활성을 나타내는 단리된 핵산.

청구항 12 

제 11 항에 있어서, 상기 변이체가 서열번호: 2 를 포함하는 단리된 핵산.

청구항 13 

제 1 항 내지 제 10 항 중 어느 한 항의 변이체를 인코딩하는 단리된 핵산.

청구항 14 

제 11 항 내지 제 13 항 중 어느 한 항의 단리된 핵산을 포함한 벡터.
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청구항 15 

제 11 항 내지 제 13 항 중 어느 한 항의 단리된 핵산을 포함한 단리된 숙주 세포.

청구항 16 

제 14 항의 벡터를 포함한 단리된 숙주 세포.

청구항 17 

제 15 항 또는 제 16 항 중 어느 한 항에 있어서, 세균 또는 진균인 단리된 숙주 세포.

청구항 18 

제 17  항에 있어서,  세균이 바실러스 서브틸리스 (Bacillus  subtilis),  B.  리체니포르미스,  B.  렌투스 (B.

lentus), B. 브레비스 (B. brevis), B. 스테아로테르모필루스 (B. stearothermophilus), B. 알칼로필루스 (B.

alkalophilus), B. 아밀로리쿠에파시엔스 (B. amyloliquefaciens), B. 코아굴란스 (B. coagulans), B. 키르쿨

란스 (B. circulans), B. 라우투스 (B. lautus), B. 투링기엔시스 (B. thuringiensis), 스트렙토마이세스 리비

단스 (Streptomyces lividans) 및 S. 무리너스 (S. murinus) 로 이루어진 군에서 선택되는 그람 양성 세균이거

나; 또는 에스케리키아 콜리 (Escherichia coli) 또는 슈도모나스 (Pseudomonas) 종인 그람 음성 세균인 단리된

숙주 세포.

청구항 19 

제 1 항 내지 제 10 항 중 어느 한 항의 변이체를 포함한 전분 액화용 조성물로서, 용액상인 조성물.

청구항 20 

제 19 항의 조성물을 분쇄 옥수수 또는 전분 슬러리에 상기 전분을 액화하기에 충분한 시간 동안 투여하는 것을

포함하는 전분 액화 방법.

청구항 21 

제 20 항에 있어서, 상기 조성물이 분쇄 옥수수 또는 전분 슬러리에 건조 고형물 1 g 당 약 40-60 μg 으로 첨

가되는 방법.

청구항 22 

제 20 항에 있어서, 분쇄 옥수수가 옥수수전분 용액인 방법.

청구항 23 

제 20 항에 있어서, 분쇄 옥수수 또는 전분 슬러리가 약 85℃ 내지 약 105℃ 에서 액화되는 방법.

청구항 24 

제 20 항에 있어서, 분쇄 옥수수 또는 전분 슬러리가 약 pH 4.5 내지 약 pH 6.5 에서 액화되는 방법.

청구항 25 

제 20 항에 있어서, 상기 액화물을 발효하여 에탄올을 생성하는 것을 추가로 포함하는 방법.

청구항 26 

제 25 항에 있어서, 상기 발효에 의해 야생형보다 적어도 약 2.5% v/v 더 많은 에탄올이 생성되는 방법.

청구항 27 

제 25 항에 있어서, 상기 액화 및 상기 발효가 동일 반응 용기 내에서 동시적으로 수행되는 방법.

청구항 28 
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제 20 항에 있어서, 부가적인 칼슘이 첨가되지 않는 방법.

청구항 29 

제 1 항 내지 제 10 항 중 어느 한 항의 변이체를 포함한 용액상의 전분 당화용 조성물.

청구항 30 

제 29 항의 조성물을 전분을 당화하기에 충분한 시간 동안 투여하는 것을 포함하는 전분 당화 방법.

청구항 31 

제 30 항에 있어서, 부가적인 칼슘이 첨가되지 않는 방법.

청구항 32 

제 1 항 내지 제 10 항 중 어느 한 항의 변이체를 포함한 세제 첨가제.

청구항 33 

제 32 항에 있어서, 하기로 이루어진 군에서 선택되는 효소를 추가로 포함한 세제 첨가제: 셀룰라아제, 프로테

아제, 아미노펩티다아제, 아밀라아제, 카르보히드라아제, 카르복시펩티다아제, 카탈라아제, 키티나아제, 큐티나

아제, 시클로덱스트린 글루카노트랜스페라아제, 데옥시리보뉴클레아제, 에스테라아제, α-갈락토시다아제, β-

갈락토시다아제, 글루코아밀라아제, α-글루코시다아제, β-글루코시다아제, 할로퍼옥시다아제, 인버타아제, 락

카아제, 리파아제, 만노시다아제, 옥시다아제, 펙틴 가수분해 효소, 펩티도글루타미나아제, 퍼옥시다아제, 파이

타아제, 폴리페놀옥시다아제, 단백질 가수분해 효소, 리보뉴클레아제, 트랜스글루타미나아제, 자일라나아제, 풀

루라나아제, 이소아밀라아제, 카라기나아제, 또는 이들의 임의의 조합물.

청구항 34 

제 32 항에 있어서, 무(無)-분진 과립, 미세과립, 안정화된 액체, 또는 보호된 효소의 형태인 세제 첨가제.

청구항 35 

제 32 항의 세제 첨가제를 포함한 세제 조성물.

청구항 36 

제 35 항에 있어서, 하기로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상의 효소를 추가로 포함한 세제 조성물: 셀룰라

아제, 프로테아제, 아미노펩티다아제, 아밀라아제, 카르보히드라아제, 카르복시펩티다아제, 카탈라아제, 키티나

아제, 큐티나아제, 시클로덱스트린 글루카노트랜스페라아제, 데옥시리보뉴클레아제, 에스테라아제, α-갈락토시

다아제, β-갈락토시다아제, 글루코아밀라아제, α-글루코시다아제, β-글루코시다아제, 할로퍼옥시다아제, 인

버타아제, 락카아제, 리파아제, 만노시다아제, 옥시다아제, 펙틴 가수분해 효소, 펩티도글루타미나아제, 퍼옥시

다아제, 파이타아제, 폴리페놀옥시다아제, 단백질 가수분해 효소, 리보뉴클레아제, 트랜스글루타미나아제, 자일

라나아제, 풀루라나아제, 이소아밀라아제, 카라기나아제, 및 이들의 임의의 조합물.

청구항 37 

제 1 항 내지 제 10 항 중 어느 한 항의 변이체 및 계면활성제를 포함한 세제 조성물.

청구항 38 

제 32 항의 세제 첨가제를 포함하고 추가로 하기 중 하나 이상을 포함한 세탁 세제 조성물: 계면활성제, 세척

강화제, 착화제, 중합체, 표백 시스템, 안정화제, 거품 촉진제, 비누거품 억제제, 항부식제, 오염 현탁화제, 오

염 재침착방지제, 염료, 살균제, 하이드로토프, 형광 증백제, 섬유 유연제, 및 향수.

청구항 39 

수용액 중의 제 1 항 내지 제 10 항 중 어느 한 항의 변이체를 포함하고, 임의로는 적어도 하나의 부가적인 효

소를 포함한 직물 발호 조성물.
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청구항 40 

제 39 항의 직물 발호 조성물을 직물을 발호하기에 충분한 시간 동안 투여하는 것을 포함하는 직물 발호 방법.

청구항 41 

제 40 항에 있어서, 부가적인 칼슘이 첨가되지 않는 방법.

청구항 42 

제 1 항 내지 제 10 항 중 어느 한 항의 변이체를 포함한 전분 가공 조성물.

청구항 43 

제 42 항에 있어서, 글루코아밀라아제, 이소아밀라아제, 풀루라나아제, 파이타아제, 또는 이들의 조합물을 추가

로 포함한 전분 가공 조성물.

청구항 44 

제 42 항의 전분 가공 조성물을 전분을 가공하기에 충분한 시간 동안 투여하는 것을 포함하는 전분 가공 방법.

청구항 45 

제 44 항에 있어서, 부가적인 칼슘이 첨가되지 않는 방법.

청구항 46 

제 1 항 내지 제 10 항 중 어느 한 항의 변이체를 포함한 용액 또는 겔상의 제빵 조성물. 

청구항 47 

제 46 항의 제빵 조성물을 투여하는 것을 포함하는 제빵 방법.

명 세 서

기 술 분 야

서열목록[0001]

서열번호: 1-6 을 포함하는 서열목록이 또한 첨부되어 있는데, 이는 전체가 참조로 본원에 포함된다.[0002]

기술분야[0003]

핵산 및 이에 의해 인코딩되는 폴리펩티드가 개시된다.     상기 폴리펩티드는 알파-아밀라아제 활성을 갖는 것[0004]

으로서,  이  때  상기  폴리펩티드는  바실러스  알파-아밀라아제,  특히  바실러스  리체니포르미스  (Bacillus

licheniformis) 알파-아밀라아제의 변경된 형태이고, 상기 모 알파-아밀라아제에 비해 하기 특성 중 적어도 하

나가 변경되어 있다: 기질 특이성, 기질 결합, 기질 분해 패턴, 열적 안정성, pH 활성 프로필, pH 안정성 프로

필,  산화에  대한  안정성,  Ca
2+
 의존성,  pI  의  감소  및  증가  및  세척  성능의  향상,  비활성도  (specific

activity), 예컨대, 고온 및/또는 낮은 pH 조건 하에서의, 특히 낮은 칼슘 농도에서의, 안정성.

본원에 기술된 폴리펩티드는 전분 가공, 에탄올 생성, 세제 개발, 식기 세척, 경질 표면 세정, 직물 발호, 및/[0005]

또는 감미제 제조에 적합하다.

배 경 기 술

전분은 아밀로오스 (15-30% w/w) 및 아밀로펙틴 (70-85% w/w) 의 혼합물로 이루어져 있다.     아밀로오스는 분[0006]

자량 (MW) 이 약 60,000 내지 약 800,000 인 α-1,4-결합 글루코오스 단위들의 선형 사슬들로 이루어져 있다.

   아밀로펙틴은 상기와 같은 α-1,4-결합 글루코오스 단위뿐 아니라, 24-30 개 글루코오스 단위마다 α-1,6 분
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지점 (branch point) 을 포함한 분지형 중합체로서; 이의 MW 는 100,000,000 정도로 높을 수 있다.

농축 덱스트로스 시럽의 형태인 전분 유래의 당은 현재 하기를 수반한 효소 촉매 공정에 의해 제조된다: (1) 알[0007]

파-아밀라아제를 이용한 고형 전분의, 평균 중합도 약 7-10 의 덱스트린으로의 액화 (또는 담화 (thining)), 및

(2) 생성된 액화 전분, 즉, 전분 가수분해물의, 아밀로글루코시다제 (또한 글루코아밀라아제로도 불림) 를 이용

한 당화.     생성된 시럽은 포도당 함량이 높다.     상업적으로 제조되는 포도당 시럽의 많은 부분은 후속적

으로 효소에 의해 이소시럽 (isosyrup) 으로 공지되어 있는 덱스트로스/과당 혼합물로 이성질화된다.

알파-아밀라아제 (EC 3.2.1.1) 는 전분, 글리코겐, 및 관련 다당류의 내부 α-1,4-글루코시드 결합을 무작위로[0008]

절단하여 가수분해한다.     이들 효소들은, 전분 액화, 직물 발호, 종이 및 펄프 산업에서의 전분 변형, 곡물

가공, 제빵 및 양조를 포함하는, 다수의 중요한 상업적 용도를 갖고 있다.     알파-아밀라아제는 또한 식기세

척기용 세제 및 세탁 세제 제형물 (표백제를 함유한 것 포함) 에서 세척 단계 동안 전분질 오염을 제거하도록

사용될 수 있다. 

알파-아밀라아제는 광범위한 세균, 진균, 식물 및 동물 공급원으로부터 단리된다.     산업적으로 중요한 다수[0009]

의 알파-아밀라아제는, 바실러스 종, 예컨대, 바실러스 리체니포르미스로부터 단리되는데, 이는 부분적으로는

바실러스가 아밀라아제를 성장 배지로 분비하는 역량이 높은 것에 기인한다.     B. 리체니포르미스 알파-아밀

라아제는 경제적으로 생성될 수 있지만, 상기 효소는 심지어 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제가 다른 알파-

아밀라아제와 상당한 구조적 상동성을 공유함에도 불구하고, 일부 적용에서 상기 다른 알파-아밀라아제들만큼의

성능을 나타내지 않는다.     최근 수년간, 전분 액화 및 직물 발호 등의 특정 용도에 대한 특성이 향상된 알파

-아밀라아제 변이체를 구축하고자 하는 시도가 있어 왔다. 

당업계에서는 상업적 액화 공정을 비롯한 다양한 용도에 유용한 아밀라아제를 규명하고 최적화하는 것에 대한[0010]

필요성이 존재한다.     이러한 2 세대 산 아밀라아제는, 예를 들어 바실러스 리체니포르미스로부터의 것인 산

업 표준 효소들에 향상된 생산 및/또는 성능 특성을 제공할 것이다.     따라서, 대응 모 알파-아밀라아제 (즉,

돌연변이되지 않은 알파-아밀라아제) 와 비교할 때 알파-아밀라아제 활성을 가지며 상기 모 알파-아밀라아제에

비해 상기 언급한 특성 중 적어도 하나가 변경된  알파-아밀라아제의 변이체에 대한 필요성이 남아있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

개요[0011]

한 가지 측면에서는, 서열번호: 4 에 대해 적어도 약 90% 서열 동일성을 가지면서 서열번호: 4 에 따른 S239 에[0012]

서의 치환을 가진 아미노산 서열을 가지며, 알파-아밀라아제 활성을 나타내는, 모 B. 리체니포르미스 알파-아밀

라아제의 변이체가 고려된다.     상기 변이체는 서열번호: 2 를 포함할 수 있으며; 다르게는 서열번호: 2 로

이루어질 수 있거나 이로 본질적으로 이루어질 수 있다.     상기 변이체는 S239Q 또는 S239A 중 하나인 S239

의 치환을 가질 수 있다.     또 다른 측면에서는, 서열번호: 4 에 대해 적어도 약 95% 서열 동일성 또는 적어

도 약 98% 서열 동일성을 갖는 변이체가 고려된다.

또 다른 측면에서는 서열번호: 4 의 알파-아밀라아제와 비교하여 변경된 융해 온도 (melting temperature) 를[0013]

갖는 변이체가 고려된다.

다르게는, 고려되는 변이체는 부가적인 칼슘을 필요로하지 않을 수 있다. [0014]

또 다른 측면에서는, 모 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제의 변이체를 인코딩하는 단리된 핵산으로서, 이 때[0015]

상기 변이체는 서열번호: 4 에 대응되는 S239 치환을 가지며, 서열번호: 4 에 대해 적어도 약 90% 서열 동일성

을 가지며, 또한 알파-아밀라아제 활성을 나타내는 것인 단리된 핵산이 고려된다.     상기 단리된 핵산은 서열

번호:  2  를  포함할 수 있거나,  또는 상기 및 본원에서 논의된 변이체 중 임의의 것을 인코딩하는 것이다.

또 다른 측면에서는 상기 핵산이 작동가능하게 연결되어 있는 벡터가 고려된다.     추가적인 측면에서는, 상기

핵산은 숙주 세포 내에,  아마도 상기 숙주 세포 내의 상기 핵산을 포함한 벡터 내에 있는 것이 고려된다.

상기 숙주 세포는 세균 또는 진균일 수 있다.     세균은 바실러스 서브틸리스 (Bacillus subtilis), B. 리체니

포르미스,  B.  렌투스  (B.  lentus),  B.  브레비스  (B.  brevis),  B.  스테아로테르모필루스  (B.

stearothermophilus),  B.  알칼로필루스  (B.  alkalophilus),  B.      아밀로리쿠에파시엔스  (B.

amyloliquefaciens),  B.  코아굴란스  (B.  coagulans),  B.  키르쿨란스  (B.  circulans),  B.  라우투스  (B.
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lautus), B. 투링기엔시스 (B. thuringiensis), 스트렙토마이세스 리비단스 (Streptomyces lividans) 및 S. 무

리너스 (S. murinus) 로 이루어진 군에서 선택되는 그람 양성 세균일 수 있고; 또는 그람 음성 세균일 수 있는

데, 이 때 그람 음성 세균은 에스케리키아 콜리 (Escherichia coli) 또는 슈도모나스 (Pseudomonas) 종이다.

또 다른 측면에서는  상기 또는 본원에서 논의된 변이체를 포함한 전분 액화용 조성물로서 용액상인 조성물이[0016]

고려된다.     추가적인 구현예에서는 상기 조성물을 분쇄 옥수수 또는 전분 슬러리에 상기 전분을 액화하기에

충분한 시간 동안 투여하는 것을 포함하는 전분 액화 방법이 고려된다.     상기 조성물은 상기 분쇄 옥수수 또

는 전분 슬러리에 건조 고형물 1 g 당 약 40-60 μg 으로 첨가할 수 있다.     상기 전분 용액은 옥수수전분 용

액일 수 있다.     추가적인 측면에서는 전분 슬러리를 약 85℃ 내지 약 105℃ 에서 액화하는 것이 고려된다.

   다르게는 또는 부가적으로는, 전분 슬러리를 약 pH 4.5 내지 약 pH 6.5 에서 액화할 수 있다.     상기 액화

물을 추가로 발효시켜 에탄올을 생성할 수 있다.     상기 발효 단계에 의해 야생형보다 적어도 약 2.5% v/v 많

은 에탄올이 생성되는 것이 추가로 고려된다.     부가적으로, 및 상업적으로 의의가 있는 것은, 상기 액화 및

상기 발효 단계가 동일 반응 용기 내에서 동시적으로 수행될 수 있다는 점이다.     이는 칼슘의 존재 하에 행

해질 수 있으나, 또한 부가적인 칼슘을 반응 혼합물에 보충하지 않고도 행해질 수 있다.

또 다른 측면에서는 상기 또는 본원에서 논의된 변이체들 중 임의의 것을 이용한 전분 당화용 조성물이 고려된[0017]

다.     전분 당화 방법은 상기 변이체가 함유된 조성물을 상기 전분을 당화시키는데 충분한 시간 동안 투여하

는 것을 고려한다.     부가적인 칼슘을 첨가할 필요는 없다. 

또 다른 측면에서는 세제 첨가제가 고려된다.     상기 세제 첨가제는 상기 또는 본원에서 논의된 변이체를 포[0018]

함할 수 있다.     상기 세제 첨가제는 하기로 이루어진 군에서 선택되는 효소를 추가로 포함할 수 있다: 셀룰

라아제, 프로테아제, 아미노펩티다아제, 아밀라아제, 카르보히드라아제, 카르복시펩티다아제, 카탈라아제, 키티

나아제, 큐티나아제, 시클로덱스트린 글루카노트랜스페라아제, 데옥시리보뉴클레아제, 에스테라아제, α-갈락토

시다아제,  β-갈락토시다아제,  글루코아밀라아제,  α-글루코시다아제,  β-글루코시다아제,  할로퍼옥시다아제,

인버타아제, 락카아제, 리파아제, 만노시다아제, 옥시다아제, 펙틴 가수분해 효소, 펩티도글루타미나아제, 퍼옥

시다아제, 파이타아제, 폴리페놀옥시다아제, 단백질 가수분해 효소, 리보뉴클레아제, 트랜스글루타미나아제, 자

일라나아제, 풀루라나아제, 이소아밀라아제, 카라기나아제, 또는 이들의 임의의 조합물.     상기 세제 첨가제

는 추가로 무(無)-분진 과립, 미세과립 (microgranulate), 안정화된 액체, 또는 보호된 효소의 형태일 수 있다. 

또 다른 측면에서는 세제 조성물 (표면 세정, 세탁, 및 식기세척용) 이 고려된다.     고려되는 세제 조성물은[0019]

상기 및 본원에 기술된 세제 첨가제를 포함할 수 있다.     이는 셀룰라아제, 프로테아제, 아미노펩티다아제,

아밀라아제, 카르보히드라아제, 카르복시펩티다아제, 카탈라아제, 키티나아제, 큐티나아제, 시클로덱스트린 글

루카노트랜스페라아제, 데옥시리보뉴클레아제, 에스테라아제, α-갈락토시다아제, β-갈락토시다아제, 글루코아

밀라아제, α-글루코시다아제, β-글루코시다아제, 할로퍼옥시다아제, 인버타아제, 락카아제, 리파아제, 만노시

다아제, 옥시다아제, 펙틴 가수분해 효소, 펩티도글루타미나아제, 퍼옥시다아제, 파이타아제, 폴리페놀옥시다아

제, 단백질 가수분해 효소, 리보뉴클레아제, 트랜스글루타미나아제, 자일라나아제, 풀루라나아제, 이소아밀라아

제, 카라기나아제, 및 이들의 임의의 조합물로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상의 효소를 추가로 포함할 수

있다.     상기 세제 조성물은 상기의 임의의 조합물에 계면활성제를 추가로 포함할 수 있다.     상기 세제 조

성물은 계면활성제, 세척 강화제 (detergent builder), 착화제 (complexing agent), 중합체, 표백 시스템, 안

정화제, 거품 촉진제 (foam booster), 비누거품 억제제 (suds suppressor), 항부식제, 오염 현탁화제, 오염 재

침착방지제 (anti-soil redeposition agent), 염료, 살균제, 하이드로토프 (hydrotope), 형광 증백제, 섬유 유

연제, 및 향수 중 하나 이상을 추가로 포함할 수 있다.

고려되는 또 다른 측면은 상기 또는 본원에서 논의된 변이체를 수용액 중에 포함하고, 임의로는 또 다른 효소를[0020]

포함한 직물 발호 조성물이다.     또한, 상기 발호 조성물을 직물을 발호하기에 충분한 시간 동안 투여하는 것

을 포함하는 직물 발호 방법이 고려된다.     당해 방법에서는 부가적인 칼슘의 첨가가 요구되지 않는다.

고려되는 또 다른 측면은 상기 또는 본원에서 논의된 변이체를 포함한 전분 가공 조성물이다.     상기 전분 가[0021]

공 조성물은 추가로 글루코아밀라아제, 이소아밀라아제, 풀루라나아제, 파이타아제 또는 이들의 조합물을 포함

할 수 있다.     상기 전분 가공 조성물은, 이를 상기 전분을 가공하기에 충분한 시간 동안 투여함으로써, 전분

을 가공하는데 이용될 수 있다.     부가적인 칼슘의 첨가는 필요하지 않다. 

또 다른 측면에서는 상기 또는 본원에 기술된 변이체를 포함한 제빵 조성물이 고려된다.     또 다른 측면에서[0022]

는 상기 제빵 조성물을 투여하는 것을 포함하는 상기 조성물을 이용한 제빵 방법이 고려된다.
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도면의 간단한 설명

첨부된 도면은 본 명세서에 포함되고, 이의 일부를 구성하며, 각종 구현예를 설명한다.     도면에서:[0023]

도 1 은 LAT S239 변이체를 제조하는데 사용되는 플라스미드 pHPLT-LAT 를 도시한다.

도 2 는 95℃에서 30 분간의 열 스트레스 후의 LAT S239 변이체의 % 잔류 활성을 나타낸다.     세로축은 열적

스트레스 후의 잔류 활성의 % 를 나타낸다.     점선은 야생형 LAT 의 현 잔류 활성의 표준 편차의 2X 및 3X 위

를 나타낸다.     S239Q 및 S239A 변이체는 모두 야생형 LAT 에 비해 증가된 열안정성을 나타낸다.     관찰된

열안정성 강화는 통계학적으로 유의미하다.

도 3  은 완충액 중에서의 LAT  S239Q  변이체의 잔류 활성을 그의 모 야생형 LAT  와 비교한 것을 나타낸다.

당해 도면은 % 잔류 아밀라아제 활성을 반응 시간 및 반응 pH 둘 다에 대해 도표화하여 생성한 것이다.     실

시예 3 을 참조하면 된다.

도 4 는 기질 중에서의 LAT S239Q 변이체의 잔류 활성을 그의 모 야생형 LAT 와 비교한 것을 나타낸다.     당

해 도면은 % 잔류 아밀라아제 활성을 반응 시간 및 반응 pH 둘 다에 대해 도표화하여 생성한 것이다.     실시

예 3 을 참조하면 된다.

도 5 는 LAT S239Q 변이체의 pH 프로필을 그의 모 야생형 LAT 와 비교한 것을 나타낸다.     당해 도면은 % 잔

류 아밀라아제 활성을 반응 pH 에 대해 도표화하여 생성한 것이다.     실시예 3 을 참조하면 된다.

도 6 은 LAT S239Q 변이체의 온도 프로필을 그의 야생형 LAT 와 비교한 것을 나타낸다.     당해 도면은 총 환

원당 (아밀라아제 반응의 생성물) 을 반응 온도에 대해 도표화하여 생성한 것이다.     실시예 3 을 참조하면

된다.

도 7 은 108℃ 및 115℃ 에서 LAT S239Q 변이체로 처리한 통곡 (whole ground) 옥수수의 DE 진행과정을 Fred

로 처리한 것과 비교하여 나타낸다.     당해 그래프는 관찰된 DE 값을 이차 액화 시간에 대해 도표화하여 생성

한 것이다.     실시예 6 을 참조하면 된다. 

도 8 은 다양한 pH 에서 LAT S239Q 변이체로 처리한 통곡 옥수수의 DE 진행과정을 Fred 로 처리한 것과 비교하

여 나타낸다.     당해 그래프는 관찰된 DE 값을 이차 액화 시간에 대해 도표화하여 생성한 것이다.     실시예

6 을 참조하면 된다. 

도 9 는 pH 5.6 및 저 칼슘에서 LAT S239Q 변이체로 처리한 통곡 옥수수의 DE 진행과정을 Fred 로 처리한 것과

비교하여 나타낸다.     당해 그래프는 관찰된 DE  값을 이차 액화 시간에 대해 도표화하여 생성한 것이다.

실시예 6 을 참조하면 된다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

1. 정의 및 약어[0024]

본 상세한 설명에 따르면, 하기 약어 및 정의가 적용된다.     본원에 사용된 바, 단수 형태에는 문맥상 명백히[0025]

다르게 제시되지 않는 경우 복수의 대응물이 포함된다는 것을 유념해야 한다.     따라서, 예를 들어, "폴리펩

티드"에 대한 언급에는 복수의 이러한 폴리펩티드가 포함되며, "제형물"에 대한 언급에는 당업자에게 공지된 하

나 이상의 제형물 및 이의 등가물 등에 대한 언급이 포함된다.

다르게 정의되지 않는 한, 본원에 사용된 모든 기술 및 과학 용어는 당업자에게 통상 이해되는 바와 동일한 의[0026]

미를 갖는다.     이하, 하기 용어들을 제시한다.

1.1 정의[0027]

"전분"은 식 (C6H10O5)X (이 때, "X"는 임의의 수일 수 있음) 을 가지며 아밀로오스 및 아밀로펙틴으로 구성된 식[0028]

물의 복합 다당류 탄수화물로 이루어진 임의의 물질을 지칭한다.     특히, 상기 용어는 이들에 제한되는 것은

아니나 곡물, 풀, 덩이줄기 및 뿌리 및 더 구체적으로 밀, 보리, 옥수수, 호밀, 쌀, 사탕수수, 밀기울, 카사바,

기장, 감자, 고구마, 및 타피오카를 포함하는 임의의 식물 기반 물질을 지칭한다.

"아밀라아제"는,  무엇보다도,  전분  분해를  촉매할  수  있는  효소를  의미한다.      "아밀라아제"에는,[0029]

바실러스종, 특별히 B. 리체니포르미스의 글루코아밀라아제, 알파-아밀라아제, β-아밀라아제, 및 야생형 알파-
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아밀라아제 등의 임의의 아밀라아제가 포함된다.     아밀라아제는 전분 내의 α-D-(1→4) O-글리코시드 결합을

절단하는 히드롤라아제이다.     일반적으로, 알파-아밀라아제 (EC 3.2.1.1; α-D-(1→4)-글루칸 글루카노히드

롤라아제) 는 전분 분자 내의 α-D-(1→4) O-글리코시드 결합을 무작위적 방식으로 절단하는 내부-작용 효소로

정의된다.     이와 대조적으로, 외부-작용 전분가수분해 효소, 예컨대 β-아밀라아제 (EC 3.2.1.2; α-D-(1→

4)-글루칸 말토히드롤라아제) 및 말토오스 생성 (maltogenic) 알파-아밀라아제 (EC 3.2.1.133) 와 같은 일부 생

성물-특이적 아밀라아제는 기질의 비-환원성 말단으로부터 전분 분자를 절단한다.     β-아밀라아제, α-글루

코시다아제 (EC 3.2.1.20; α-D-글루코시드 글루코히드롤라아제), 글루코아밀라아제 (EC 3.2.1.3; α-D-(1→4)-

글루칸 글루코히드롤라아제), 및 생성물-특이적 아밀라아제는 전분으로부터 특정 길이의 말토-올리고당을 생성

할 수 있다.

"변이체" 는 폴리펩티드와 핵산을 모두 말한다.     "변이체"라는 용어는 "돌연변이체"라는 용어와 상호교환적[0030]

으로 사용될 수 있다.     변이체에는 모 서열의 아미노산 또는 뉴클레오티드 서열 중의 하나 이상의 위치에서

의 삽입, 치환, 전환, 절단 및/또는 역위가 각각 포함된다.     변이체 핵산에는 본원에 제시된 뉴클레오티드

서열에 혼성화할 수 있는 서열과 상보적인 서열이 포함될 수 있다.     예를 들어, 변이체 서열은 엄격한 조건

(예를 들어, 50℃ 및 0.2X SSC {1X SSC = 0.15 M NaCl, 0.015 M 시트르산나트륨, pH 7.0}) 하에서 본원에 제시

된 뉴클레오티드 서열에 혼성화할 수 있는 서열과 상보적이다.     더욱 특히, 용어 변이체는 고도로 엄격함 조

건 (예를 들어, 65℃ 및 0.1X SSC) 하에서 본원에 제시된 뉴클레오티드 서열에 혼성화할 수 있는 서열과 상보적

인 서열을 포함한다.

"단리된"은 해당 서열이 자연에서는 천연적으로 결합되어 발견되는 적어도 하나의 다른 성분이 상기 서열에는[0031]

적어도 실질적으로 존재하지 않는 것을 의미한다.

"정제된"은 물질이 비교적 순수한 상태, 예컨대, 적어도 약 90% 순수, 적어도 약 95% 순수, 또는 적어도 약 98%[0032]

순수, 또는 적어도 약 99% 순수한 상태인 것을 의미한다.

"열안정성"은 효소가 참조 효소보다 더욱 열안정성인 것을 의미한다.     본 출원에서, 알파-아밀라아제 변이체[0033]

는, 예컨대, 동일한 온도, 기질 농도 등의 동일한 실험 조건 하에서 특정 시간 간격 후 비교적 더 높은 효소 활

성을 가질 경우, 야생형 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제보다 더욱 열안정성이다.     다르게는, 더욱 열안

정성인 효소는 시차 주사 열량계에 의해 측정되는 열용량이 참조 효소에 비해 더 높다.

폴리펩티드의 "융해 온도"는 폴리펩티드 시료의 50%가 완전히 변성되는 온도이다.[0034]

"칼슘 의존성"이란 상기 효소가 지정된 용도에서 성능을 나타내기 위해서는 부가적인 칼슘의 첨가가 필요한 것[0035]

을 의미한다.

"pH 범위"란 그에 걸쳐 또는 그 아래에서 효소가 활성을 나타내는 pH 값을 의미한다.[0036]

본원에서 사용된, "pH 안정"은 상기 효소가 특정 pH 에서 참조 효소보다 더 안정한 것을 의미한다.     본 출원[0037]

에서, 알파-아밀라아제 변이체는, 동일한 실험 조건, 예컨대 동일 pH 등 하에서 특정 시간 간격 후 비교적 더

높은 활성을 가질 경우, 야생형 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제보다 더욱 pH 안정하다.

"재조합"은, 세포, 핵산, 단백질 또는 벡터와 관련하여 사용될 때, 상기 세포, 핵산, 단백질 또는 벡터가, 이종[0038]

핵산 또는 단백질의 도입 또는 본래의 핵산 또는 단백질의 변경에 의해 변화되었거나, 또는 상기 세포가 그렇게

변화된 세포에서 유래한 것임을 나타낸다.     따라서, 예를 들어, 재조합 세포는 세포의 본래의 (재조합이 아

닌) 형태에서는 발견되지 않는 유전자를 발현하거나 또는 본래의 유전자를 다른 방식으로 비정상적으로 발현하

거나, 과소 발현하거나 또는 전혀 발현하지 않는다.

본원에서 사용된, "식품"에는 제조된 식품뿐 아니라, 식품용 성분, 예컨대 밀가루가 모두 포함된다.[0039]

본원에서 사용된, "식품 성분"에는 기능성 식품 또는 식료품이거나 또는 이에 첨가될 수 있는 제형물이 포함되[0040]

며, 예를 들어, 산성화 또는 유화를 필요로 하는 광범위한 제품들에서 낮은 수준으로 사용되는 제형물도 포함된

다.     식품 성분은 용도 및/또는 적용 방식 및/또는 투여 방식에 따라 용액 또는 고체의 형태일 수 있다.

본원에서 사용된, "기능성 식품"은 영양적 효과 및/또는 미각 만족을 제공할 수 있을 뿐 아니라, 또한 소비자에[0041]

게 이로운 임의의 추가의 효과를 제공할 수 있는 식품을 의미한다.

본원에서 사용된, "아미노산 서열"은 용어 "폴리펩티드"와 동의어이며, 용어 "단백질"과 상호교환적으로 사용될[0042]

수 있다.     일부 경우, 용어 "아미노산 서열", "펩티드", 및 "아미노산 서열", 및 "효소"는 각각 서로 동의어
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이다.

본원에서 사용된, "뉴클레오티드 서열" 또는 "핵산 서열"은 올리고뉴클레오티드 서열 또는 폴리뉴클레오티드 서[0043]

열, 및 이들의 변이체, 동족체, 절편 및 유도체를 지칭한다.     뉴클레오티드 서열은 게놈성, 합성 또는 재조

합 기원일 수 있고, 센스 가닥을 나타내든 또는 안티-센스 가닥을 나타내든 간에, 이중 가닥 또는 단일 가닥일

수 있다.     본원에서 사용된, "뉴클레오티드 서열"이라는 용어에는 게놈 DNA, cDNA, 합성 DNA, 및 RNA 가 포

함된다. 

"벡터"는 핵산을 하나 이상의 세포 유형 내로 도입하도록 고안된 폴리뉴클레오티드 서열을 지칭한다.     벡터[0044]

에는 클로닝 벡터, 발현 벡터, 셔틀 (shuttle) 벡터, 플라스미드, 파지 입자, 카세트 등이 포함된다. 

본원에서 사용된 "발현 벡터"는 적당한 숙주에서 DNA 가 발현되게 할 수 있는 적당한 제어 서열에 작동가능하게[0045]

연결된 DNA 서열을 포함한 DNA 구축물을 의미한다.     이러한 제어 서열에는 전사를 가능하게 하는 프로모터,

전사를 제어하는 임의적 작동자 (operator) 서열, mRNA 상의 적당한 리보솜 결합 부위를 인코딩하는 서열, 인핸

서 및 전사 및 번역의 종결을 제어하는 서열이 포함될 수 있다.

"신호 서열"은 단백질의 N-말단 부분에 결합된 아미노산의 서열로서, 상기 단백질의 성숙 형태를 세포 외부로[0046]

용이하게 분비되게 하는 서열을 의미한다.     상기 신호 서열에 대한 정의는 기능상의 정의이다.     성숙 형

태의 세포외 단백질에는 신호 서열이 존재하지 않는데, 이는 분비 과정 동안 절단 제거된다.

"유전자"란 폴리펩티드의 생성에 연루된 DNA 분절을 말하며, 이에는 코딩 영역 전 및 후의 영역뿐 아니라 개별[0047]

코딩 분절 (엑손) 사이의 개재 서열 (인트론) 도 포함된다.

"프로모터"는 RNA 중합효소에 결합하여 유전자의 전사를 개시하는데 관여하는 조절 서열이다.     프로모터는[0048]

유도성 프로모터일 수도 있고, 구성적 프로모터일 수도 있다.     본원에 사용된 예시적인 프로모터는 트리코더

마 리이세이 (Trichoderma reesei) cbhl 이며, 이는 유도성 프로모터이다.

"전사 제어 하에서"란 폴리뉴클레오티드 서열 (보통은 DNA 서열) 의 전사가 전사의 개시에 기여하거나 또는 전[0049]

사를 촉진하는 요소에 작동가능하게 연결되어 있는 것에 좌우됨을 나타내는, 당업계에서는 익히 이해되는 용어

이다.

"번역 제어 하에서"란 mRNA 가 형성된 후 일어나는 조절 과정을 나타내는, 당업계에서는 익히 이해되는 용어이[0050]

다.

단백질 및 이를 인코딩하는 유전자를 기술할 때 본원에서 사용되는 바, 유전자에 대한 용어는 이탤릭체로 표시[0051]

된다(예컨대, amyL (B. 리체니포르미스 AA) 를 인코딩하는 유전자는 amyL 로 표기됨).     단백질에 대한 용어

는 일반적으로 이탤릭체로 표시되지 않으며, 이의 첫번째 문자는 일반적으로 대문자로 표시된다(예컨대, amyL

유전자에 의해 인코딩되는 단백질은 AmyL 또는 amyL 로 표기될 수 있음).

"유래하다"라는 용어에는 "~로부터 기원하다",  "수득하다"  또는 "~로부터 수득가능하다"  및 "~로부터 단리하[0052]

다"라는 용어들이 모두 포함된다.

"작동가능하게  연결된"은  요소들이  기능적으로  관련되도록  하는  배열로  존재하는,  병치되어  있는  상태를[0053]

말한다.     예를 들어, 프로모터가 코딩 서열에 작동가능하게 연결되어 있다는 것은, 상기 프로모터가 상기 서

열의 전사를 제어하는 경우이다.

"선별 마커"란 핵산 또는 벡터가 도입된 숙주를 선별하는 것을 용이하게 하는, 숙주에서 발현가능한 유전자를[0054]

말한다.     선별가능 마커의 예로서는, 항균제 (예컨대, 하이그로마이신, 블레오마이신, 또는 클로람페니콜)

및/또는 숙주 세포에 영양상의 이점 등 대사적 이점을 부여하는 유전자를 들 수 있으나, 이들에 제한되는 것은

아니다.

핵산  서열을  세포  내로  삽입하는  맥락에서  "도입"이란,  "트랜스펙션",  또는  "형질전환"  또는  "형질도입[0055]

(transduction)"을 의미하며, 여기에는, 진핵 또는 원핵 세포 내로 핵산 서열을 편입시키는 것에 대한 언급이

포함되며, 이 때 상기 핵산 서열은 상기 세포의 게놈 (예컨대, 염색체, 플라스미드, 색소체, 또는 미토콘드리아

DNA) 내로 편입되거나, 자율적 레플리콘으로 변환되거나, 또는 일시적으로 발현 (예컨대, 트랜스펙션된 mRNA)

될 수 있다.

본원에서 사용된, "형질전환된 세포"에는 재조합 DNA 기술을 이용하여 형질전환시킨 세포가 포함된다.     형질[0056]

전환은 전형적으로 하나 이상의 뉴클레오티드 서열을 세포 내로 삽입함으로써 이루어진다.     삽입된 뉴클레오
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티드 서열은 이종 뉴클레오티드 서열, 즉, 형질전환되는 세포에 대해 자연적이지 않은 서열, 예컨대 융합 단백

질일 수 있다.

"숙주 균주" 또는 "숙주 세포"란, 본 개시에 따른 변이체 알파-아밀라아제 효소를 인코딩하는 폴리뉴클레오티드[0057]

를 포함한 발현 벡터 또는 DNA 구축물을 위한 적당한 숙주를 의미한다.     구체적으로, 숙주 균주는 세균 세포

일 수 있다.     본 개시의 일 구현예에서, "숙주 세포"는 미생물 균주, 특히 바실러스종의 세포 및 이로부터

생성된 원형질체 모두를 의미한다.

또 다른 서열에 대해 일정 비율 (예컨대, 적어도 약 80%, 85%, 90%, 95%, 또는 99%) 의 서열 동일성을 가진 폴[0058]

리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드는, 정렬시에, 상기 두 서열을 비교할 때 상기 비율의 염기 또는 아미노산 잔기

가 동일한 것을 의미한다.     이러한 정렬 및 % 상동성 또는 동일성은 당업계에 공지된 임의의 적절한 소프트

웨어 프로그램, 예를 들어 문헌 [CURRENT  PROTOCOLS  IN  MOLECULAR  BIOLOGY  (F.  M.  Ausubel 등 (eds) 1987,

Supplement  30,  7.7.18  절)]  에  기재된 것들을 이용하여 결정할 수 있다.      이러한 프로그램에는,  GCG

Pileup  프로그램,  FASTA  (Pearson  등 (1988)  Proc.  Natl,  Acad.  Sci  USA  85:2444-2448),  및 BLAST  (BLAST

Manual, Altschul 등, Nat'l Cent. Biotechnol. Inf., Natl Lib. Med. (NCIB NLM NIH), Bethesda, Md., 및

Altschul  등,  (1997)  NAR  25:3389-3402)  가  포함될  수  있다.      또  다른  정렬  프로그램은  ALIGN  Plus

(Scientific and Educational Software, PA) 로서, 기본 매개변수를 이용한다.     사용되는 또 다른 서열 소

프트웨어  프로그램은  Sequence  Software  Package  Version  6.0  (Genetics  Computer  Group,  University  of

Wisconsin, Madison, WI) 에서 이용가능한 TFASTA Data Searching Program 이다.

당업자는  본  개시에  포함된  서열들이  또한  엄격한  혼성화  조건  하에서  예시적인  amyL  서열  (예컨대,  WO[0059]

06/002643 의 서열번호:7) 과 혼성화하는 능력에 따라 정의된다는 것을 인식할 것이다.     핵산이 또 다른 핵

산 서열에 혼성화가능하다는 것은, 상기 핵산의 단일가닥 형태가 적절한 온도 및 용액 이온 세기 조건 하에서

다른 핵산에 어닐링 (annealing) 할 수 있는 경우에 해당한다.     혼성화 및 세정 조건은 당업계에 익히 공지

되어 있다(하기 참조: 예컨대, 상기 Sambrook (1989), 특히 9 및 11 장).     일부 구현예에서, 엄격한 조건은

65℃ 의 Tm 및 0.1×SSC, 0.1% SDS 에 해당한다. 

"배양"은 액체 또는 고체 배지에서 적당한 조건 하에 미생물 세포 군집을 성장시키는 것을 말한다.     일 구현[0060]

예에서, 배양이란, (전형적으로는 용기 또는 반응기 내에서) 입상 전분을 함유한 전분 기질을 최종 생성물로 발

효적으로 생물전환함을 지칭한다.     

"발효"는 유기 물질을 미생물을 이용하여 효소적 및 혐기적으로 분해하여 더욱 단순한 유기 화합물을 생성하는[0061]

것이다.     발효가 혐기성 조건하에서 일어나는 것이긴 하나, 발효는 또한 산소의 존재하에서도 일어나므로,

상기 용어를 엄격한 혐기성 조건으로만 한정하고자 하는 것은 아니다.

"접촉시키다"란, 효소(들)이 기질을 최종 생성물로 전환시킬 수 있도록 각 효소(들)을 각 기질에 충분히 근접하[0062]

게 위치시키는 것을 말한다.     당업자는 효소와 각 기질들의 혼합 용액이 접촉을 실현할 수 있음을 인지할 것

이다. 

"효소 전환" 은 일반적으로 효소 작용에 의한 기질의 변형을 말한다.     본원에서 사용되는 상기 용어는 또한[0063]

효소의 작용에 의한 전분 기질의 변형을 지칭한다.

본원에서 사용된, "당화"란 전분의 포도당으로의 효소적 전환을 지칭한다.  [0064]

"호화(gelatinization)"란 전분 분자를 익혀서 가용화하여 점성 현탁액을 형성함을 의미한다. [0065]

"액화"란  호화된  전분이  가수분해되어  저분자량의  가용성  덱스트린을  생성하는  전분  전환  중의  단계를[0066]

지칭한다. 

"중합도(DP)"란 주어진 당류 내 무수글루코피라노스 단위의 수 (n) 를 말한다.     DP1 의 예는 포도당 및 과당[0067]

등의 단당류이다.     DP2 의 예는 맥아당 및 자당 등의 이당류이다.     DP>3 은 중합도가 3 초과인 중합체를

나타낸다. 

"최종 생성물" 또는 "목적하는 최종 생성물"이란 전분 기질로부터 효소 작용에 의해 전환된 임의의 탄소원 유래[0068]

의 분자 생성물을 지칭한다. 

본원에서 사용되는 "건조 고형물 함량(ds)"은 건조 중량을 기준으로 한 슬러리 중의 총 고형물 (단위: %) 을 말[0069]

한다.     "슬러리"라는 용어는 불용성 고형물이 함유된 수성 혼합물을 지칭한다.
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"잔류 전분"이라는 용어는 전분 함유 기질의 발효 후 조성물 중에 남아있는 전분 (가용성 또는 불용성) 을 지칭[0070]

한다.

"재순환 단계"란, 잔류 전분, 효소 및/또는 미생물을 포함할 수 있는 매쉬 성분을 재순환하여 전분을 포함한 기[0071]

질을 발효시키는 것을 말한다.

"매쉬"라는 용어는 알콜과 같은 발효 생성물을 제조하기 위해 사용되는 수중의 발효가능 탄소원 (탄수화물) 의[0072]

혼합물을 지칭한다.     일부 구현예에서, "비어(beer)" 및 "매쉬"라는 용어가 상호교환적으로 사용된다. 

"증류 폐액(stillage)"은 발효된 매쉬로부터 알콜을 제거한 후 남은 잔류물인 비발효 고형물 및 물의 혼합물을[0073]

의미한다.

"주정박 (distillers dried grain, DDG)" 및 "주정혼합박 (distillers dried grain with solubles, DDGS)"이라[0074]

는 용어는 곡물 발효의 유용한 부산물을 지칭한다. 

본원에서 사용된 "에탄올 생성 미생물"은 당 또는 올리고당을 에탄올로 전환시키는 능력을 가진 미생물을 지칭[0075]

한다.     에탄올 생성 미생물은, 개별적으로 또는 함께 당을 에탄올로 전환시키는 하나 이상의 효소를 발현하

는 능력으로 말미암아 에탄올 생성성을 갖는다. 

본원에서 사용된 "에탄올 생성체" 또는 "에탄올 생성 미생물"은 6탄당 또는 5탄당으로부터 에탄올을 생성할 수[0076]

있는 임의의 유기체 또는 세포를 지칭한다.     일반적으로, 에탄올-생성 세포는 알콜 탈수소효소 및 피루브산

탈탄산효소를 함유한다.     에탄올 생성 미생물의 예로서는, 효모와 같은 진균류 미생물을 들 수 있다.  

폴리뉴클레오티드 또는 단백질과 관련하여 "이종"은 숙주 세포에서 천연적으로 발생하지 않는 폴리뉴클레오티드[0077]

또는 단백질을 말한다.     일부 구현예에서, 상기 단백질은 상업적으로 중요한 공업용 단백질이다.     자연

발생 유전자, 변이 유전자 및/또는 합성 유전자에 의해 인코딩되는 단백질을 모두 상기 용어에 포함시키고자 한

다. 

폴리뉴클레오티드 또는 단백질과 관련하여 "내생적"은 숙주 세포에서 천연적으로 발생하는 폴리뉴클레오티드 또[0078]

는 단백질을 지칭한다. 

본원에서  사용된  것으로서,  세포와  관련하여  사용된  "형질전환",  "안정적으로  형질전환"  및  "유전자  이식[0079]

(transgenic)"은 세포가 비(非)-본래적 (예컨대, 이종) 핵산 서열을, 여러 세대에 걸쳐 유지되는 에피솜 플라스

미드로서 또는 그의 게놈 내로 통합된 것으로서 가지는 것을 의미한다. 

본원에서 사용된, "발현"은 유전자의 핵산 서열에 기초하여 폴리펩티드가 생성되는 과정을 지칭한다.     상기[0080]

과정은 전사 및 번역을 모두 포함한다. 

본원에서 사용된, "비활성도"는 특정 조건 하에서 단위 시간당 효소 조제물에 의해 생성물로 전환되는 기질의[0081]

몰수로 정의되는 효소 단위를 의미한다.     비활성도는 단백질 1 mg 당 단위 (U) 로 표현된다.

"수율"은  본  개시의  방법을  이용하여  생성되는  최종  생성물  또는  목적하는  최종  생성물의  양을  지칭한다.[0082]

일부 구현예에서, 수율은 당업계에 공지된 방법을 이용하여 생성되는 것을 초과한다.     일부 구현예에서, 상

기 용어는 최종 생성물의 부피를 지칭하며, 다른 구현예에서 상기 용어는 최종 생성물의 농도를 지칭한다.

본원에서 사용된, "생물학적으로 활성인"이란, 서열이 자연 발생적 서열과 유사한 (그러나 반드시 동일한 정도[0083]

인 것은 아닌) 구조적, 조절적 또는 생화학적 기능을 갖는 것을 지칭한다.

"ATCC"는 버지니아주 20108 마나사스에 위치한 American Type Culture Collection (ATCC) 을 지칭한다. [0084]

"NRRL"은 일리노이주 피오리아의 Agricultural  Research  Service  Culture  Collection,  National  Center  for[0085]

Agricultural  Utilization  Research  (및 이전에는 USDA  Northern Regional Research Laboratory 로 알려짐)

를 지칭한다. 

1.2 약어[0086]

다르게 지시되지 않는 한 하기 약어들이 적용된다:[0087]

AE 알콜 에톡실레이트[0088]

AEO 알콜 에톡실레이트[0089]
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AEOS 알콜 에톡시술페이트[0090]

AES 알콜 에톡시술페이트[0091]

AFAU 산 진균 알파-아밀라아제 단위 [0092]

AGU 글루코아밀라아제 활성 단위[0093]

AOS α-올레핀술포네이트[0094]

AS 알콜 술페이트[0095]

BAA 세균 알파-아밀라아제[0096]

cDNA 상보성 DNA[0097]

CMC 카르복시메틸셀룰로오스[0098]

DE 덱스트로스 당량 [0099]

DNA 데옥시리보핵산[0100]

DNS 3,5-디니트로살리실산[0101]

DP3 소단위가 3 개인 중합도[0102]

DPn 소단위가 n 개인 중합도[0103]

DS 건조 고형물[0104]

DSC 시차주사열량계[0105]

DTMPA 디에틸트리아민펜타아세트산[0106]

EC 효소의 분류를 위한 효소 위원회[0107]

EDTA 에틸렌디아민테트라아세트산 [0108]

EDTMPA 에틸렌디아민테트라메틸렌 포스폰산[0109]

EO 에틸렌 옥시드[0110]

F&HC 의류 및 가정 관리[0111]

HFCS 고 과당 옥수수 시럽[0112]

HFSS 고 과당 전분계 시럽[0113]

HPAEC-PAD 펄스식 전기화학 검출법 (pulsed amperometric detection) 을 동반한 고성능 음이온 교환 크[0114]

로마토그래피

IPTG 이소프로필 β-D-티오갈락토시드[0115]

LAS 선형 알킬벤젠술포네이트[0116]

LU 리파아제 유닛[0117]

MES 2-(N-모르폴리노)에탄술폰산[0118]

MW 분자량[0119]

nm 나노미터[0120]

NOBS 노나노일옥시벤젠술포네이트[0121]

NTA 니트릴로트리아세트산[0122]

PCR 중합효소 연쇄 반응[0123]

PEG 폴리에틸렌글리콜[0124]
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pI 등전점[0125]

ppm 백만분율[0126]

PVA 폴리(비닐 알콜)[0127]

PVP 폴리(비닐피롤리돈)[0128]

RAU 참조 아밀라아제 유닛[0129]

RMS 제곱근평균[0130]

RNA 리보핵산[0131]

rpm 분당 회전수[0132]

SAS 2급 알칸 술포네이트[0133]

1X SSC 0.15 M NaCl, 0.015 M 시트르산나트륨, pH 7.0[0134]

SSF 동시 당화 및 발효[0135]

TAED 테트라아세틸에틸렌디아민[0136]

TNBS 트리니트로벤젠술폰산[0137]

w/v 중량/부피[0138]

w/w 중량/중량[0139]

wt 야생형 [0140]

μL 마이크로리터[0141]

1.3 명명법[0142]

본 상세한 설명 및 특허청구범위에서는, 아미노산 잔기들에 대해 통상적인 1-문자 및 3-문자 부호를 사용한다.[0143]

   참조의 편의를 위해, 본 출원의 알파-아밀라아제 변이체는 하기 명명법을 이용하여 기술하였다:

본래의 아미노산(들): 위치(들): 치환된 아미노산(들).[0144]

상기 명명법에 따라, 예를 들어 242 위치에서의 세린의 알라닌으로의 치환은 하기와 같이 나타낸다:[0145]

Ser242Ala 또는 S242A. [0146]

30 위치에서의 알라닌의 결실은 하기와 같이 나타내고:[0147]

Ala30* 또는 A30* 또는 ΔA30 [0148]

리신 등의 부가적인 아미노산 잔기의 삽입은 하기와 같이 나타낸다:[0149]

Ala30AlaLys 또는 A30AK.[0150]

아미노산 잔기 30-33 등의 연속적으로 이어진 부분인 아미노산 잔기의 결실은 하기와 같이 나타낸다:[0151]

(30-33)* 또는 Δ(A30-N33) 또는 Δ30-33.[0152]

아미노산 잔기 R180-S181 등의 2 개의 연속된 아미노산의 결실은 하기와 같이 나타낸다:[0153]

ΔRS 또는 Δ180-181. [0154]

특정 알파-아밀라아제가 다른 알파-아밀라아제와 비교하여 "결실"을 포함하고 그러한 위치에 삽입이 이루어진[0155]

경우에는, 하기와 같이 나타낸다:

*36Asp 또는 *36D (36 위치에서의 아스파르트산의 삽입의 경우).     다수의 돌연변이는 + 기호로 분리되는데,[0156]

즉 하기와 같다:

Ala30Asp+Glu34Ser 또는 A30N+E34S [0157]

(이는 30 및 34 위치에서 알라닌 및 글루탐산이 각각 아스파라긴 및 세린으로 치환된 돌연변이를 나타낸다).[0158]
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  주어진 위치에 하나 이상의 대안적인 아미노산 잔기가 삽입될 수 있을 때는 하기와 같이 나탄내다:

A30N,E 또는 A30N 또는 A30E. [0159]

나아가, 변경에 적합한 위치가 본원에서 임의의 특정 변경의 제안없이 나타나 있는 경우, 이는 임의의 아미노산[0160]

잔기가 상기 위치에 존재하는 아미노산 잔기를 대체할 수 있는 것으로 이해되어야 한다.     즉, 예를 들어, 30

위치의 알라닌의 변경을 특정하지 않고 언급할 때, 상기 알라닌은 결실될 수도 있고, 또는 다른 임의의 아미노

산, 즉, 하기 중 임의의 것으로 치환될 수도 있음을 이해해야 한다:

[0161]

나아가, "A30X"는 하기 치환 중 임의의 하나를 의미한다:[0162]

[0163]

또는 간략히:[0164]

[0165]

모 효소 (번호부여에 사용된 것) 가 상기 위치에 치환용으로 제안된 해당 아미노산 잔기를 이미 갖고 있는 경우[0166]

에는, 하기 명명법을 이용한다:

예를 들어 N 또는 V 중 하나가 야생형에 존재하고 있는 경우,[0167]

"X30N" 또는 "X30N,V".     즉, 이는 대응하는 다른 모 효소들이 30 위치에서 "Asn" 또는 "Val"로 치환되어 있[0168]

는 것을 의미한다.

2. 알파-아밀라아제 변이체[0169]

본원의 α-아밀라아제 변이체는 야생형 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제로부터 생성된다.     본 발명의 변[0170]

이체는 강화된 비활성도, pH 프로필, 열안정성, 온도 범위 프로필, 칼슘 이온 요구성, 또는 기타 강화된 특성들

을 갖고 있을 수 있다.     변이체는 일반적으로 야생형 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제의 아미노산 서열

중의 하나 이상의 변경을 포함하고 있다.     야생형 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제는 B. 리체니포르미스

의 임의의 자연 발생적 균주로부터 단리될 수 있다.

본 개시의 목적상, 아미노산 치환은 예를 들어 M15T 로 표기될 수 있다.     "M15T" 는 15 위치에서의 메티오닌[0171]

(M) 잔기가 트레오닌 (T) 잔기로 대체된 것을 의미한다(여기서, 아미노산은 당업계에 통상 공지된 1 문자 약어

로 표기됨).

야생형 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제에 대한 단백질 조작은 개선된 속성을 가질 수 있는 변이체 알파-아[0172]

밀라아제를 생성한다.     일 측면에서는, 변이체 효소의 하나 이상의 아미노산 잔기를 무작위적으로 변경하고,

변이체의 숙주 세포 발현 후 변이체의 성능 특성에 대한 후속적 분석으로 상기 변경의 효과를 측정한다.     또

다른 측면에서는, 야생형 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제와 매우 유사한 구조를 가진 "모델" 알파-아밀라아

제를 안내자로서 사용하여 변이체의 아미노산 서열에 대해 체계적으로 변경을 가하여, 변경의 효과를 예측할 수

있다.     일 구현예에서, 모델 알파-아밀라아제는 야생형 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제에 비해 개선된

하나 이상의 특성을 갖는다.     예를 들어, 모델 알파-아밀라아제는 비활성도, pH 의존성, 안정성, 반감기, 또

는 칼슘 결합 항상성이 더욱 높을 수 있고, 또는 특히 유용한 기질 특이성 등을 가질 수도 있다.

모델 알파-아밀라아제를 변이체 알파-아밀라아제의 아미노산 변화 설계의 안내자로 사용하는 경우, 모델 알파-[0173]

아밀라아제의 어떤 잔기가 상기 효소 성능에 기여하는지를 정확히 알아야 할 필요는 없다.     대신, 변이체 알

파-아밀라아제 내의 하나 이상의 아미노산, 심지어 전체 아미노산 집합을 모델 알파-아밀라아제의 대응하는 아

미노산(들)으로 변경시킨다.     이 경우 "대응하는" 아미노산은 1 차 아미노산 서열의 통상적인 정렬에 의해

결정되는 것이 아니라, 상기 2 가지 효소의 폴리펩티드 골격의 3D 구조 정렬에 의해 결정된다.     그러므로 변

이체에서 변경예정인 아미노산은 예를 들어 효소 표면 상의 하전 잔기, 활성 부위 잔기, 또는 모델 효소에 독특

한 특정 2 차 구조 요소에 기여하는 잔기로서 선택될 수 있다.     변경되는 잔기는 또한 상기 2 가지 효소 사

이에 보존된 3D 구조, 특히 보존된 2 차 구조 요소 (예컨대, α-나선, β-평판, 회전) 를 해치지 않을 변경을

기초로 선택될 수 있다.
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예를 들어, 효소 표면 상의 하전된 아미노산의 분포를 변화시키면 일반적으로 효소의 속성이 달라질 수 있다는[0174]

것이  알려져  있다.      예컨대,  문헌  [Russell  등,  "Rational  modification  of  enzyme  catalysis  by

engineering surface charge," Nature 328: 496-500 (1987)] 을 참고하라.     B. 리체니포르미스 알파-아밀라

아제의 표면 상의 하나 이상의 잔기도 마찬가지로 변이체 알파-아밀라아제의 효소 속성을 변화시키도록 변경될

수 있으며, 변경에 대한 선택은 모델 알파-아밀라아제의 표면 전하 분포에 기초할 수 있다.     이러한 목적을

위해, "표면 전하"는 용매에 적어도 부분적으로 노출되는 아미노산의 하전된 측쇄로 인해 생성된다.

변이체 알파-아밀라아제의 잔기는 본원에서 도메인 A, B 및 C 라고 불리는 3 가지 구조 도메인 중 하나에 속하[0175]

는 것으로 분류될 수 있다.     본 개시의 목적상, 도메인 A 는 잔기 2 - 105 및 잔기 208 에서 396 까지 연장

되고; 도메인 B 는 잔기 106 - 207 까지 연장되고; 도메인 C 는 잔기 397 에서 상기 단백질의 C 말단까지 연장

된다.     아미노산은 또한 활성 부위 잔기로 분류될 수도 있다.     활성 부위 잔기는 적어도 49, 52, 163,

167, 170, 172, 187, 188, 190, 238, 262, 264, 293, 297, 및 332-334 위치에 위치한다.     잔기 "위치"는 B.

리체니포르미스 알파-아밀라아제 서열 (서열번호: 4) 에 나타난 바와 같이 번호부여된다.

변이체 알파-아밀라아제에서, 하나 이상의 아미노산은 모델 알파-아밀라아제에서 대응하는 아미노산으로 변경될[0176]

수 있다.     변경은 도메인에 집중될 수 있고/있거나 효소의 표면 상에 하전되어 존재하는 아미노산들에 집중

될 수 있다.     대안적으로는 또는 부가적으로는, 변경은 하나 이상의 활성 부위 잔기에 이루어질 수 있다.

  이러한 방식으로, 다수의 아미노산 변경을 가하는 것이 가능하고, 이때 변경은 변이체 알파-아밀라아제의 성

능 특성에 예측가능한 효과를 갖는다.     예를 들어, 상기 변이체에는 하나 이상의 도메인 내의 모든 표면 하

전 잔기가 모델 알파-아밀라아제의 대응하는 잔기로 교체되어 있을 수 있다.     또 다른 구현예에서, 변이체에

는 삽입 또는 결실된 잔기들이 존재할 수 있는데, 예컨대, 변이체의 폴리펩티드 골격이 모델 알파-아밀라아제의

구조를 더욱 밀접하게 닮도록 루프가 삽입 또는 결실될 수 있다.     따라서, 변이체는, 알파-아밀라아제 활성

을 보유한다는 조건 하에, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 또는 70 개의 (또는 그 사이의 임의의

정수 값의) 아미노산 치환, 결실 또는 삽입을 포함할 수 있다.     변이체의 표면 전하 또한 임의의 수로 변경

될 수 있다.     예를 들어, 효소 표면 상의 양으로 하전된 아미노산 잔기의 수는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8

로 감소될 수 있다.     이러한 아미노산 치환은 무엇보다도 변이체의 등전점 (pI) 을 변화시킬 것으로 예상된

다.     변이체의 다른 특징들은 후술되는 바와 같이 야생형 효소와 상이할 수 있다.

알파-아밀라아제 변이체는 또한 B. 리체니포르미스에 대해 내생적이 아닌 폴리펩티드 서열을 포함하는 융합 단[0177]

백질, 또는 "혼성체" 또는 "키메라 단백질"일 수 있다.     일 구현예에서, 상기 폴리펩티드 서열은 발현된 단

백질의 정제를 용이하게 한다.     또 다른 구현예에서, 상기 이종 서열은 B. 리체니포르미스와 상이한 속 또는

종으로부터 유래된 알파-아밀라아제 폴리펩티드이다.     예를 들어, 알파-아밀라아제 변이체는 B. 스테아로테

르모필러스 (B. stearothermophilus) 와 같은, 그러나 이에 제한되지 않는 또 다른 바실러스 알파-아밀라아제의

신호 펩티드에 연결된 B. 리체니포르미스 알파-아밀라아제의 변이체를 포함할 수 있다.

2.1. 알파-아밀라아제 변이체 특징분석[0178]

효소 변이체는 핵산 및 폴리펩티드 서열, 상기 기재한 이의 3 차 구조, 및/또는 이의 비활성도에 의해 특징지어[0179]

질 수 있다.     알파-아밀라아제 변이체의 부가적인 특징에는 반감기, 더 낮은 칼슘 이온 (Ca
2+
) 수준에서의 안

정성, pH 범위, 산화 안정성 및 열안정성이 포함된다.     일 측면에서, 세정 제형물 중의 알파-아밀라아제 변

이체는 비활성도가 더욱 높은데, 이것은 당업자에 공지된 표준 검정법을 사용하여 평가할 수 있다.     또 다른

측면에서, 변이체들은, 고온 (즉, 70-120℃), 및/또는 양극단의 pH (즉, pH 4.0 내지 6.0 또는 pH 8.0 내지

11.0), 및/또는 약 60 ppm 미만의 칼슘 농도에서의 안정성 향상 등의, 향상된 성능 특징을 나타낸다.

변경된 Ca
2+
 안정성은 Ca

2+
 고갈 (depletion) 하에서 효소의 안정성이 변경된 것, 즉, 증가 또는 감소된 것을 의[0180]

미한다.     중요한 돌연변이에는, Ca
2+
 안정성 및 요구성이 변화된 것, 특히 높은 pH, 즉, pH 8.0 내지 10.5

에서의 Ca
2+
 의존성이 감소된 것이 포함된다.

추가적인 측면에서는, 중요한 돌연변이는 세정 조성물에서의 사용을 위해, 특별히 약 10℃ 내지 약 60℃, 특히[0181]

약 20℃ 내지 약 50℃, 더욱 특히는 약 30℃ 내지 약 40℃ 의 온도에서, 변화된 비활성도를 나타낸다.     제빵

제품에 있어서, 중요한 돌연변이는 더 높은 온도 범위에서 변화된 비활성도를 나타내는 것일 수 있다.

알파-아밀라아제 변이체는 또한 모 알파-아밀라아제에 비해 변화된 산화 안정성, 특히 더 높은 산화 안정성을[0182]

가질 수 있다.     예를 들어, 증가된 산화 안정성은 세제 조성물에서 유리하고, 감소된 산화 안정성은 전분 액
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화용 조성물에서 유리할 수 있다.

변이체 알파-아밀라아제는 야생형 알파-아밀라아제보다 더 열안정성일 수 있다.     이러한 알파-아밀라아제 변[0183]

이체는 제빵 또는 승온을 필요로 하는 기타 방법에 사용하기에 유리하다.     예를 들어, 열안정성 알파-아밀라

아제 변이체는 약 55℃ 내지 약 80℃ 이상의 온도에서 전분을 분해할 수 있다.     열안정성 알파-아밀라아제

변이체는 약 95 ℃ 까지의 온도에 노출 후에도 활성을 유지할 수 있다.

본원에 기재된 알파-아밀라아제 변이체 폴리펩티드는 또한, 특히 적어도 약 55℃ 내지 약 95℃ 이상, 특히 약[0184]

80℃ 의 증가된 온도에서 반감기가 모 효소에 비해 적어도 약 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,

100%, 200% 또는 그 이상 연장된 돌연변이를 가질 수 있다.     일 구현예에서, 알파-아밀라아제 변이체는 약

80℃ 이상에서 약 1-10 분간 가열이 가능하다. 

알파-아밀라아제 변이체는 예를 들어 본원에 기재된 외-특이성 지수에 의해 측정된 외-특이성을 가질 수 있다.[0185]

   알파-아밀라아제 변이체로서는, 전형적으로 동일 조건 하에서 측정시, 이들이 유래한 모 효소 또는 폴리펩티

드와 비교하여, 더 높은 또는 증가된 외-특이성을 갖는 것들이 포함된다.     따라서, 예를 들어, 알파-아밀라

아제 변이체 폴리펩티드는 모 폴리펩티드에 비해 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 150%,

200%, 500%, 1000%, 5000%, 10,000% 또는 그 이상인 외-특이성 지수를 가질 수 있다.

일 측면에서, 상기 핵산에 의해 인코딩되는 알파-아밀라아제 변이체 폴리펩티드는 모 서열과 동일한 pH 안정성[0186]

을 갖는다.     또 다른 측면에서, 상기 변이체는 상기 효소의 최종 상업적 목적을 위해 pH 범위를 원하는 영역

으로 이동시키거나 더 큰 pH 안정성 범위를 부여하는 돌연변이를 포함한다.     예를 들어, 일 구현예에서, 상

기 변이체는 pH 약 5.0 내지 약 10.5 에서 전분을 분해할 수 있다.     상기 알파-아밀라아제 변이체 폴리펩티

드는 동일한 조건 하에서 모 폴리펩티드와 비교하여 (상기 검정법에 따라) 더 긴 반감기 또는 더 높은 활성을

가질 수 있고, 또는 상기 알파-아밀라아제 변이체는 모 폴리펩티드와 동일한 활성을 가질 수도 있다.     상기

알파-아밀라아제 변이체 폴리펩티드는 또한 동일한 pH  조건 하에서 모 폴리펩티드와 비교하여 약 10%,  20%,

30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200% 또는 그 이상의 반감기를 가질 수도 있다.     다르게는, 또

는 부가적으로는, 상기 효소 변이체는 동일 pH 조건 하에서 모 폴리펩티드와 비교하여 더 높은 비활성도를 가질

수도 있다.

또 다른 측면에서는, 본원에 개시된 알파-아밀라아제 변이체 중 임의의 것을 인코딩하는 핵산에 상보적인 핵산[0187]

이 제공된다.     부가적으로는, 상기 상보물에 혼성화할 수 있는 핵산이 제공된다.     또 다른 구현예에서,

본원에 기재된 방법 및 조성물에 사용되는 서열은 합성 서열이다.     이에는, 메탄올자화 (methylotrophic) 효

모인 피치아 (Pichia) 및 한세눌라 (Hansenula) 등의 숙주 유기체에서의 발현을 위한 최적 코돈을 이용하여 제

조된 서열이 포함되나, 이에 한정되는 것은 아니다.

3. 알파-아밀라아제 변이체의 제조[0188]

본원에 기재된 방법, 또는 당업계에 공지된 임의의 대안적인 방법에 의해 제조된 효소 변이체를 인코딩하는 DNA[0189]

서열에 대해서, 적당한 프로모터, 작동자, 리보솜 결합 부위, 번역 개시 신호, 및 전형적으로는 억제자 유전자

또는 다양한 활성자 유전자를 인코딩하는 제어 서열들을 전형적으로 포함하는 발현 벡터를 사용하여, 효소 형태

로 발현시킬 수 있다. 

3.1. 벡터[0190]

알파-아밀라아제 변이체를 인코딩하는 DNA 서열을 지닌 재조합 발현 벡터는 재조합 DNA 절차에 편리하게 적용될[0191]

수 있는 임의의 벡터일 수 있으며, 벡터의 선택은 보통 도입할 숙주 세포에 좌우될 것이다.     따라서, 벡터는

자가 복제 벡터, 즉, 복제가 염색체 복제와 독립적으로 일어나는, 염색체외 실재로서 존재하는 벡터, 예컨대,

플라스미드, 박테리오파지 또는 염색체외 요소, 미니-염색체 또는 인공 염색체일 수 있다.     다르게는, 벡터

는 숙주 세포에 도입시,  숙주 세포 게놈에 통합되어,  피통합 염색체(들)와 함께 복제되는 벡터일 수 있다.

또한 통합된 유전자를 필수 조절 유전자 등의 항생제 선별 또는 기타 선별압에 의해 또는 필수 대사 경로 유전

자의 상보성에 의해 유도된 증폭가능 구축물을 사용하여 증폭시켜, 염색체 내에 상기 유전자의 다중 복제물을

생성할 수도 있다.

전형적으로 발현 벡터에는 클로닝 벡터의 성분들, 예컨대, 선별된 숙주 유기체 내에서 상기 벡터의 자가 복제를[0192]

허용하는 요소 및 선별 목적을 위한 하나 이상의 표현형적으로 검출가능한 마커가 포함된다.     발현 벡터는

보통은 프로모터, 작동자, 리보솜 결합 부위, 번역 개시 신호 및 전형적으로, 억제자 유전자 또는 하나 이상의

활성자 유전자를 인코딩하는 제어 뉴클레오티드 서열을 포함한다.     일 측면에서, 사용된 모든 신호 서열은
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효소  수집 및  정제를 용이하게 하도록 해당 물질을 세포 배양 배지로 향하게 한다.      알파-아밀라아제

변이체, 프로모터, 종결자 및 기타 요소를 인코딩하는 DNA 구축물을 각각 결찰하고, 이들을 복제에 필요한 정보

를 담고 있는 적당한 벡터 내로 삽입하는데 사용되는 절차는 당업자들에 익히 공지되어 있다(예컨대, Sambrook

등, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 제 2 판, Cold Spring Harbor, 1989 및 제 3 판, 2001 참조).

상기 벡터에서, DNA 서열은 적당한 프로모터 서열에 작동가능하게 연결되어야 한다.     프로모터는 선택된 숙[0193]

주 세포에서 전사 활성을 나타내는 임의의 DNA 서열일 수 있고, 숙주 세포에 상동 또는 이종인 단백질을 인코딩

하는 유전자로부터 유래된 것일 수 있다.     특별히 세균 숙주에서, 알파-아밀라아제 변이체를 인코딩하는 DNA

서열의 전사를 지휘하는 적당한 프로모터의 예는, E. 콜리의 lac 오페론의 프로모터, 스트렙토마이세스 코엘리

컬러 (Streptomyces coelicolor) 아가라아제 유전자 dagA 또는 celA 프로모터, 바실러스 리체니포르미스 알파-

아밀라아제  유전자  (amyL)  의  프로모터,  바실러스  스테아로테르모필루스  말토오스  생성  아밀라아제  유전자

(amyM) 의 프로모터, 바실러스 아밀로리쿠에파시엔스 알파-아밀라아제 (amyQ) 의 프로모터, 및 바실러스 서브틸

리스 xylA 및 xylB 유전자의 프로모터 등이다.     진균 숙주에서의 전사에 있어서, 유용한 프로모터의 예는 아

스페르길루스 오리재 (Aspergillus oryzae) TAKA 아밀라아제, 리조무코르 미에헤이 (Rhizomucor miehei) 아스

파르트산 프로테이나아제, 아스페르길루스 니게르 (Aspergillus niger) 중성 알파-아밀라아제, A. 니게르 산 안

정성 알파-아밀라아제, A. 니게르 글루코아밀라아제, 리조무코르 미에헤이 리파아제, A. 오리재 알칼리성 프로

테아제, A. 오리재 트리오스 포스페이트 이소머라아제, 또는 A. 니둘란스 (A. nidulans) 아세트아미다아제를 인

코딩하는 유전자로부터 유래된 것들이다.     알파-아밀라아제 변이체 폴리펩티드를 인코딩하는 유전자를 E. 콜

리와 같은 세균 종에서 발현시키는 경우, 적합한 프로모터는, 예를 들어 T7 프로모터 및 파지 람다 프로모터를

비롯한 박테리오파지 프로모터로부터 선택될 수 있다.     효모 종에서의 발현에 적합한 프로모터의 예로서는,

이들에 한정되는 것은 아니나, 사카로마이세스 세레비지애 (Saccharomyces cerevisiae) 의 Gal 1 및 Gal 10 프

로모터 및 피치아 파스토리스 (Pichia pastoris) AOX1 또는 AOX2 프로모터가 포함된다.     트리코더마 리이세

이에서의 발현을 위해서는, CBHII 프로모터가 또한 사용될 수 있다. 

상기 발현 벡터는 또한 알파-아밀라아제 변이체를 인코딩하는 DNA 서열에 작동가능하게 연결된 적당한 전사 종[0194]

결자 및, 진핵생물에서는 폴리아데닐화 서열을 포함할 수 있다.     종결 및 폴리아데닐화 서열은 적당하게는

프로모터와 동일한 원천으로부터 유래된 것일 수 있다.     벡터는 대상 숙주 세포에서 벡터의 복제를 가능하게

하는 DNA  서열을 추가로 포함할 수 있다.      이러한 서열의 예는 플라스미드 pUC19,  pACYC177,  pUB110,

pE194, pAMB1, pICatH, 및 pIJ702 의 복제 원점들이다.

상기 벡터는 또한 선별가능 마커, 예를 들어, 숙주 세포에서 결함을 보완하는 산물을 생성하는 유전자, 예컨대[0195]

B. 서브틸리스 또는 B. 리체니포르미스로부터의 dal 유전자, 또는 항생제 내성 예컨대, 암피실린, 카나마이신,

클로람페니콜 또는 테트라사이클린 내성을 부여하는 유전자를 포함할 수 있다.     나아가, 상기 벡터는 하이그

로마이신 내성을 부여하는 마커인, amdS, argB, niaD 및 xxsC 와 같은 아스페르길루스 선별 마커를 포함할 수

있고,  또는  선별을 당업계에 공지된 바와 같은 공동-형질전환에 의해 달성할 수도 있다.      예컨대,  WO

91/17243 을 참조하라.

3.2 변이체 발현 및 숙주 유기체[0196]

세포내 발현 또는 고체 상태 발효는, 예컨대, 숙주 세포로서 특정 세균 또는 진균을 사용하는 경우 등에서, 일[0197]

부 면에서 유리할 수 있으나, 일반적으로는, 변이체의 발현이 세포외적이고, 배양 배지 내로 이루어지는 것이

유리하다.     일반적으로, 본원에 언급된 바실러스 알파-아밀라아제는 발현된 프로테아제가 배양 배지 내로 분

비될 수 있게 하는 신호 서열을 포함한다.     원하는 경우, 상기 신호 서열을 상이한 신호 서열로 대체할 수

있는데, 이는 각 신호 서열을 인코딩하는 DNA 서열의 치환에 의해 편리하게 달성된다.     신호 서열은 전형적

으로는 N-말단 도메인, H-도메인, 및 C-말단 도메인의 3 개의 도메인을 갖는 것을 특징으로 하고, 길이는 18 내

지 35 개의 잔기 범위이다.

성숙 단백질은 초기에는 또 다른 바실러스 종으로부터 또는 모 서열과 동일한 종으로부터 유래한 전-단백질에[0198]

대한, 융합 단백질의 형태일 수 있다.     B. 리체니포르미스에서 단백질을 분비시키기 위해서는, B. 리체니포

르미스 알파-아밀라아제의 신호 펩티드가 종종 사용되지만; 기타의 바실러스종 알파-아밀라아제들로부터의 신호

단백질이 또한 이를 대체할 수 있다. 

DNA 구축물 또는 발현 벡터 중 하나를 포함하는 단리된 세포는, 유리하게는 알파-아밀라아제 변이체의 재조합[0199]

생성에 숙주 세포로서 사용된다.     상기 세포를 상기 변이체를 인코딩하는 DNA 구축물로 형질전환할 수 있는

데, 편리하게는 상기 DNA 구축물 (하나 이상의 복제물) 을 숙주 염색체 내에 통합함으로써이다.     상기 통합
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의 경우 일반적으로 DNA 서열이 세포내에 안정적으로 유지될 가능성이 더 높아 유리한 것으로 고려된다.     숙

주 염색체 내로의 DNA 구축물의 통합은 통상적인 방법에 따라, 예를 들어 상동 또는 이종 재조합에 의해 수행될

수 있다.     다르게는, 세포를 상이한 유형의 숙주 세포와 관련해 상기 기재한 바와 같은 발현 벡터로 형질전

환시킬 수 있다. 

적당한 세균 숙주 유기체의 예는, B. 서브틸리스, B. 리체니포르미스, B. 렌투스, B. 브레비스, B. 스테아로테[0200]

르모필루스,  B.  알칼로필루스,  B.  아밀로리쿠에파시엔스,  B.  코아굴란스,  B.  라우투스,  B.  메가테리움  (B.

megaterium) 및 B. 투링기엔시스를 포함하는 바실라세아에 (Bacillaceae); S. 무리너스와 같은 스트렙토마이세

스 종; L. 락티스 (L. lactis) 와 같은 락토코커스 (Lactococcus) 종; L. 루테리 (L. reuteri) 를 포함하는 락

토바실러스 (Lactobacillus) 종; 류코노스톡 (Leuconostoc) 종; 페디오코커스 (Pediococcus) 종; 및 스트렙토

코커스 (Streptococcus) 종을 포함하는 락트산 세균 종과 같은 그람 양성 세균 종이다.     다르게는, E. 콜리

를 포함하는 엔테로박테리아세아에 (Enterobacteriaceae), 또는 슈도모나다세아에 (Pseudomonadaceae) 에 속하

는 그람 음성 세균 종의 균주가 숙주 유기체로서 선택될 수 있다. 

적합한 효모 숙주 유기체는 생물공학적으로 관련된 효모 종으로부터 선택될 수 있는데, 예컨대, 이들에 한정되[0201]

는 것은 아니나 하기가 있다:  피치아 종,  한세눌라 종,  클루이베로마이세스 (Kluyveromyces)  종,  야로이야

(Yarrowinia)  종,  S.  세레비지애를  포함하는  사카로마이세스  종,  또는  스키조사카로마이세스

(Schizosaccharomyces) 에 속하는 종, 예컨대 S. 폼베 (S. pombe).     메탄올자화 효모 종 피치아 파스토리스

균주가 숙주 유기체로 사용가능하다.     다르게는, 숙주 유기체는 한세눌라 종일 수 있다.     사상 진균 중에

서  적합한  숙주  유기체로서는,   아스페르길루스의  종,  예컨대,  A.  니게르,  A.  오리재,  A.  투비겐시스 (A.

tubigensis), A. 아와모리 (A. awamori), 또는 A. 니둘란스를 들 수 있다.     다르게는, 푸사리움 (Fusarium)

종, 예컨대 푸사리움 옥시스포룸 (Fusarium oxysporum), 또는 리조무코르 종, 예컨대 R. 미에헤이의 균주를 숙

주 유기체로 사용할 수 있다.     기타 적당한 효모로는 테르모마이세스 (Thermomyces) 종 및 무코르 (Mucor)

종이 포함된다.     진균 세포에 대해서는, 당업계에 공지된 방식으로 원형질체 형성 및 형질전환 후 세포벽 재

생성을 수반하는 방법에 의해 형질전환시킬 수 있다.     아스페르길루스 숙주 세포의 형질전환에 적합한 절차

는 예를 들어 유럽 특허 제 238023 호에 기재되어 있다.

또 다른 측면에서는, 알파-아밀라아제 변이체를 제조하는 방법이 제공되는데, 상기 방법은 변이체의 제조에 도[0202]

움이 되는 조건하에서 상기 기재한 바와 같은 숙주 세포를 배양하고, 세포 및/또는 배양 배지로부터 변이체를

회수하는 것을 포함한다.     세포를 배양하는데 사용되는 배지는 해당 숙주 세포를 성장시키고 알파-아밀라아

제 변이체의 발현을 수득하는데 적합한 임의의 통상적인 배지일 수 있다.     적당한 배지 및 배지 성분은 시판

공급업자로부터 입수가능하거나, 또는 공개된 방법에 따라, 예컨대, ATCC (American Type Culture Collection)

의 카탈로그에 기재된 바와 같이 하여, 제조할 수 있다.     대표적인 배양 배지로는, 이들에 한정되는 것은 아

니나, 예를 들어 하기 제시된 실시예에서 사용된 삼천 리터 (3,000 L) 교반 탱크 발효기에서 실시되는 유가식

(fed-batch) 발효용 배지를 들 수 있다.     사용된 배지는 배양되는 숙주 세포에 가장 적합한 것, 예를 들어

바실러스 리체니포르미스를 배양하기 위한 것으로 하기 논의되는 배지일 것이다.     이러한 경우 성장 배지는

유기 화합물의 공급원으로서 옥수수 침지 고체 및 대두분과 함께 나트륨, 칼륨, 인산염, 마그네슘 및 황산염의

공급원으로서의 무기 염 및 미량 원소로 이루어질 수 있다.     전형적으로는, 포도당과 같은 탄수화물 공급원

또한 초기 배지의 일부이다.     배양물 자체가 확립되고 성장하기 시작하면, 배양을 지속시키기 위해 탱크 내

로 탄수화물을 당업계에 공지된 바와 같이 계량하여 공급한다.     효소 역가를 측정하기 위해 (예를 들어 비색

계 검정법 사용) 일정한 간격으로 발효기로부터 시료를 취한다.     측정에 따라 효소 생성 속도가 증가하는 것

이 멈출 때 발효 공정을 중단한다.

숙주 세포로부터 분비된 알파-아밀라아제 변이체는, 세포를 원심분리 또는 여과에 의해 배지로부터 분리하고,[0203]

암모늄 술페이트와 같은 염에 의해 배지의 단백질 성분을 침전시킨 후, 이온 교환 크로마토그래피, 친화성 크로

마토그래피 등과 같은 크로마토그래피 절차를 사용하는 것을 포함하는, 익히 공지된 절차에 의해 배양 배지로부

터 편리하게 회수될 수 있다.

숙주 세포는 알파-아밀라아제 변이체 단백질의 발현을 가능하게 하는 적당한 조건 하에서 배양될 수 있다.[0204]

단백질의 발현은, 구성적이어서 단백질이 지속적으로 생성되도록 할 수도 있고, 유도성이어서 발현 개시를 위한

자극이 필요할 수도 있다.     유도성 발현의 경우, 단백질 생성은 필요할 때 예를 들어, 배양 배지에 덱사메타

손, IPTG 또는 세파로오스 (Sepharose) 등의 유도자 물질을 첨가하여 개시할 수 있다.     폴리펩티드는 또한

TnT™ (Promega) 토끼 망상적혈구 시스템과 같은, 시험관내 무세포 시스템에서 재조합적으로 생성될 수 있다.
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알파-아밀라아제 변이체를 발현하는 숙주를 또한, 숙주에 적합한 배지에서 호기성 조건 하에서 배양할 수 있다.[0205]

   교반 또는 진탕과 폭기 (aeration) 의 조합이 제공될 수 있으며, 상기 숙주의 필요 및 원하는 알파-아밀라아

제 변이체의 제조에 따라, 숙주에 적절한 온도, 예컨대 약 30℃ 내지 약 75℃ 에서 제조가 일어난다.     배양

은 약 12 내지 약 100 시간 또는 그 이상 (및 그 사이의 임의의 시간 값) 또는 더욱 특히 24 내지 72 시간 일어

날 수 있다.     전형적으로는, 배양 브로스의 pH 는 약 5.5 내지 약 8.0 인데, 이는 역시 알파-아밀라아제 변

이체의 제조와 관련하여 숙주 세포에 필요한 배양 조건에 좌우된다.

4. 알파-아밀라아제 변이체의 정제[0206]

발효, 분리 및 농축 기술은 당업계에 공지되어 있으며, 통상적인 방법을 이용하여 농축된 알파-아밀라아제 변이[0207]

체 함유 용액을 제조할 수 있다.     발효 후, 발효 브로스를 수득하고, 잔류 생 발효 물질을 비롯한 미생물 세

포 및 각종 현탁 고형물을 통상적인 분리 기술에 의해 제거하여, 아밀라아제 용액을 수득한다.     여과, 원심

분리, 정밀여과, 회전 진공 드럼 여과, 이어서 한외여과, 추출 또는 크로마토그래피 등이 일반적으로 사용된다.

미농축 용액을 사용할 경우 정제된 알파-아밀라아제 변이체를 함유한 침전물을 수집하기 위해 인큐베이션 시간[0208]

을 증가시켜야 하므로, 회수를 최적화하기 위해서는 알파-아밀라아제 변이체를 함유한 용액을 농축하는 것이 바

람직하다.     용액을 원하는 효소 수준이 달성될 때까지 통상적인 기술을 사용하여 농축한다.     효소 변이체

를 함유한 용액의 농축은 상기 논의된 기술 중 임의의 것에 의해 달성할 수 있다.     일 구현예에서는, 회전

진공 증발 및/또는 한외여과를 이용한다.     다르게는 한외여과를 사용할 수 있다.

정제를 목적으로 하는 "침전제"는 농축된 효소 변이체 용액으로부터 알파-아밀라아제 변이체를 고체 형태로 침[0209]

전시키는데 유효한 화합물을 의미하며, 그의 본질은 결정질, 비결정질 또는 둘의 혼화물 (blend) 중 어떠한 것

일 수도 있다.     침전은 예를 들어, 금속 할라이드 침전제를 사용하여 수행될 수 있다.     금속 할라이드 침

전제에는 하기가 포함된다: 알칼리금속 클로라이드, 알칼리금속 브로마이드 및 상기 금속 할라이드 중 둘 이상

의 혼화물.     상기 금속 할라이드는 염화나트륨, 염화칼륨, 브롬화나트륨, 브롬화칼륨 및 상기 금속 할라이드

중 둘 이상의 혼화물로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다.     적당한 금속 할라이드로는 염화나트륨 및 염

화칼륨을 들 수 있고, 특히 염화나트륨을 들 수 있는데, 이는 나아가 보존제로서 사용될 수 있다.

금속 할라이드 침전제는 알파-아밀라아제 변이체를 침전시키는데 유효한 양으로 사용된다.     효소 변이체의[0210]

침전을 초래하는데 유효한 금속 할라이드의 최소한의 유효량 및 최적 양, 뿐만 아니라, 인큐베이션 시간, pH,

온도 및 알파-아밀라아제 변이체의 농도를 비롯한 최대 회수를 위한 침전 조건의 선택은, 일상적인 시험 후 당

업자에게 자명할 것이다.

일반적으로, 적어도 약 5% w/v (중량/부피) 내지 약 25% w/v 의 금속 할라이드를 농축 효소 변이체 용액에 첨가[0211]

하는데, 통상은 적어도 8% w/v 를 첨가한다.     일반적으로, 약 25% w/v 이하의 금속 할라이드를 농축 효소 변

이체 용액에 첨가하며, 통상은 약 20% w/v 이하를 첨가한다.     금속 할라이드 침전제의 최적 농도는 그 중에

서도, 특정 알파-아밀라아제 변이체의 본질 및 농축 알파-아밀라아제 변이체 용액 중의 그의 농도에 좌우될 것

이다.

효소를 침전시키는 또 다른 대안은 농축 효소 변이체 용액에 첨가될 수 있는 유기 화합물을 사용하는 것이다.[0212]

   유기 화합물 침전제로서는 하기를 들 수 있다: 4-히드록시벤조산, 4-히드록시벤조산의 알칼리금속염, 4-히드

록시벤조산의 알킬 에스테르, 및 이들 유기 화합물 중 둘 이상의 혼화물.     상기 유기 화합물 침전제는 금속

할라이드 침전제의 첨가 전, 그와 동시에 또는 그 후에 첨가될 수 있고, 두 침전제 유기 화합물 및 금속 할라이

드는 순차적으로 또는 동시에 첨가될 수 있다.     추가의 설명을 위해서는 예컨대, Genencor 사의 미국 특허

제 5,281,526 호를 참조하라.

일반적으로, 유기 화합물 침전제는 4-히드록시벤조산의 알칼리금속염, 예컨대 나트륨 또는 칼륨염, 및 4-히드록[0213]

시벤조산의 선형 또는 분지형 알킬 에스테르 (이 때, 알킬기는 탄소수가 1 내지 12 임), 및 이들 유기 화합물

중 둘 이상의 혼화물로 이루어진 군으로부터 선택된다.     상기 유기 화합물 침전제는 예를 들어 4-히드록시벤

조산의 선형 또는 분지형 알킬 에스테르 (이 때, 알킬기는 탄소수가 1 내지 10 임), 및 이들 유기 화합물 중 둘

이상의 혼화물일 수 있다.     적당한 유기 화합물로서는 4-히드록시벤조산의 선형 알킬 에스테르 (이 때, 알킬

기는 탄소수가 1 내지 6 임), 및 이들 유기 화합물 중 둘 이상의 혼화물을 들 수 있다.     4-히드록시벤조산의

메틸 에스테르, 4-히드록시벤조산의 프로필 에스테르, 4-히드록시벤조산의 부틸 에스테르, 4-히드록시벤조산의

에틸 에스테르 및 이들 유기 화합물 중 둘 이상의 혼화물이 또한 사용될 수 있다.     부가적인 유기 화합물로

서는 또한, 이들에 한정되는 것은 아니나, 4-히드록시벤조산 메틸 에스테르 (메틸 파라벤) 및 4-히드록시벤조산
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프로필 에스테르 (프로필 파라벤) 를 들 수 있는데, 이들은 또한 아밀라아제 보존제이다.

상기 유기 화합물 침전제의 첨가는 pH, 온도, 알파-아밀라아제 변이체 농도, 침전제 농도, 및 인큐베이션 시간[0214]

에 관한 침전 조건에 높은 융통성을 부여하는 장점을 제공한다.

상기 유기 화합물 침전제는 금속 할라이드 침전제를 이용한 효소 변이체의 침전을 향상시키는데 유효한 양으로[0215]

사용된다.     적어도 유기 화합물 침전제의 유효량 및 최적 양, 뿐만 아니라, 인큐베이션 시간, pH, 온도 및

효소  변이체의  농도를  비롯한  최대  회수를  위한  침전  조건의  선택은,  일상적인  시험  후에  본  명세서의

견지에서, 당업자에게 자명할 것이다.

일반적으로, 적어도 약 0.01% w/v 의 유기 화합물 침전제를 농축 효소 변이체 용액에 첨가하며, 통상은 적어도[0216]

약 0.02% w/v 를 첨가한다.     일반적으로, 0.3% w/v 이하의 유기 화합물 침전제를 농축 효소 변이체 용액에

첨가하며, 통상은 약 0.2% w/v 이하를 첨가한다.

금속 할라이드 침전제, 및 일 측면에서는, 유기 화합물 침전제를 함유하는 농축 효소 변이체 용액은, 필연적으[0217]

로 정제되는 효소 변이체에 따라 pH 가 조정된다.     일반적으로, pH 는 아밀라아제의 등전점 (pI) 근처의 수

준으로 조정된다.     예를 들어, pH 는 pI 보다 약 2.5 pH 단위 아래 내지 pI 보다 약 2.5 pH 단위 초과의 범

위 내로 조정될 수 있다.     예를 들자면, 알파-아밀라아제 변이체가 B. 리체니포르미스 유래인 경우, 농축 효

소 변이체 용액은 통상 pH 약 5.5 내지 9.7, 특히 pH 약 6.5 내지 9.0 으로 조정된다.     변이체의 pI 가 야생

형의 pI 와 상이한 경우 pH 를 그에 따라 조정할 수 있다.

정제된 효소 변이체 침전물을 수득하기 위해 필요한 인큐베이션 시간은 특정 효소 변이체의 본질, 효소의 농도,[0218]

및 특정 침전제(들) 및 그(들)의 농도에 좌우된다.     일반적으로, 효소 변이체를 침전시키는데 유효한 시간은

약 1 내지 약 30 시간이고; 통상은 약 25 시간을 초과하지 않는다.     유기 화합물 침전제의 존재하에서, 인큐

베이션 시간은 약 10 시간 미만으로, 대부분의 경우는 심지어 약 6 시간으로 더욱 감소될 수 있다.

일반적으로, 인큐베이션 동안의 온도는 약 4℃ 내지 약 50℃ 이다.     통상, 상기 방법은 약 10℃ 내지 약 45[0219]

℃, 특히 약 20℃ 내지 약 40℃ 의 온도에서 수행된다.     침전 유도를 위한 최적 온도는 사용되는 용액 조건

및 효소 변이체 또는 침전제(들)에 따라 다르다.

정제된 효소 변이체 침전물의 전체적인 회수율 및, 상기 공정이 수행되는 효율은 효소 변이체, 첨가된 금속 할[0220]

라이드 및 첨가된 유기 화합물을 포함한 용액을 진탕하면 향상된다.     진탕 단계는 금속 할라이드와 유기 화

합물의 첨가 동안, 및 연이은 인큐베이션 기간 동안에 실시된다.     적합한 진탕 방법에는 기계적 교반 또는

쉐이킹, 강한 폭기 또는 임의의 유사한 기술이 포함된다.

인큐베이션 기간 후, 정제된 효소 변이체를 그 후 해리된 안료 및 기타 불순물로부터 분리하고, 통상의 분리 기[0221]

술, 예컨대 여과, 원심분리, 정밀여과, 회전 진공 여과, 한외여과, 압축 여과, 십자 막 정밀여과, 십자 흐름 막

정밀여과, 등에 의해 수집한다.     사용되는 한 가지 방법은 십자 막 정밀여과일 수 있다.     침전물을 물로

세정하여 정제된 효소 변이체 침전물을 추가 정제할 수 있다.     예를 들어, 정제된 효소 변이체 침전물을 금

속 할라이드 침전제를 함유하는 물, 예를 들어 금속 할라이드와 유기 화합물 침전제를 함유하는 물로 세정한다.

배양 동안, 열안정성 아밀라아제가 배양 브로스에 세포외적으로 축적된다.     원하는 알파-아밀라아제 변이체[0222]

의 단리 및 정제를 위해, 배양 브로스를 원심분리 또는 여과하여 세포를 제거하고, 생성된 무세포 액체를 효소

정제에 사용한다.     일 구현예에서, 상기 무세포 브로스를 약 70% 포화도의 암모늄 술페이트를 사용한 염석

(salting out) 에 적용하고; 다음으로 상기 70% 포화-침전 분획을 완충액에 용해시키고, Sephadex G-100 컬럼

등의 컬럼에 적용하고, 용출하여 효소 변이체 활성 분획을 회수한다.     추가 정제를 위해, 이온 교환 크로마

토그래피 등의 통상의 절차를 사용할 수 있다.

정제된 효소 변이체는 효소 변이체가 일반적으로 이용되는 모든 용도에 유용하다.     예를 들어, 이들은 세탁[0223]

세제 및 얼룩 제거제, 식품 산업, 전분 가공 및 제빵, 및 소화제로서의 약학 조성물에 사용될 수 있다.     이

들은 액체 (용액, 슬러리) 또는 고체 (과립, 분말) 인 최종 생성물로 제조될 수 있다.

다르게는, 효소 생성물을 회수할 수 있고, 플록킹제 (floccing agent) 를 배지에 첨가하여 효소에 대한 추가 정[0224]

제 없이 여과 또는 원심분리에 의해 세포 및 세포 잔해물을 제거한다.

상기한 방법에 의해 제조 및 정제된 알파-아밀라아제 변이체는 각종 유용한 산업적 용도에 사용될 수 있다.[0225]

 상기 변이체는 의류 & 가정관리 (F&HC) 와 관련된 응용을 용이하게 하는 가치있는 속성을 지닌다.     변이체

는 전분으로부터 감미제 및 에탄올의 제조에, 및/또는 직물 발호에 유용하다.     변이체 알파-아밀라아제는 예

공개특허 10-2010-0088670

- 22 -



를 들어, WO 2005/111203 및 미국 공개 출원 번호 2006/0014265 (Genencor International, Inc.) 에 기재된 바

와 같은 전분 액화 및/또는 당화 공정을 비롯한 전분-전환 공정에서 특히 유용하다.     상기 변이체는 또한 세

척, 식기 세척 및 경질-표면 세정 세제 조성물 중의 성분으로서도 사용될 수 있다.     알파-아밀라아제 변이체

의 이러한 다양한 용도는 하기에 더욱 상세히 기술된다.

5. 전분 가공 조성물 및 용도[0226]

또 다른 측면에서, 개시된 알파-아밀라아제 변이체를 함유한 조성물은 전분 액화 및/또는 당화에 이용될 수 있[0227]

다.     전분 가공은 감미제의 제조, 연료 또는 음료용 알콜 (즉, 음용 알콜) 제조, 음료 제조, 감자당 가공,

또는 원하는 유기 화합물, 예컨대, 시트르산, 이타콘산, 락트산, 글루콘산, 케톤, 아미노산, 항생제, 효소, 비

타민 및 호르몬의 제조에 유용하다.      전분을 과당 시럽으로 전환하는 것은 통상적으로 하기 3 가지 연속적

효소 공정으로 이루어진다: 액화 공정, 당화 공정, 및 이성체화 공정.     액화 공정 동안, 변이체 B. 리체니포

르미스 알파-아밀라아제는 약 pH 5.5 내지 약 pH 6.2 의 pH 및 약 95℃ 내지 약 160℃ 의 온도에서 대략 2 시간

동안 전분을 덱스트린으로 분해한다.     이러한 조건하에서 효소 안정성 최적화하기 위해, 전형적으로는 약 1

mM 의 칼슘 (약 40 ppm 유리 칼슘 이온) 을 첨가한다.     다른 알파-아밀라아제 변이체는 상이한 조건을 필요

로 할 수 있다.

액화 공정 후, 글루코아밀라아제 (예컨대, AMG™) 및 임의로 탈분지화 효소, 예컨대 이소아밀라아제 또는 풀루[0228]

라나아제 (예를 들어, Promozyme ) 를 첨가하면 덱스트린을 덱스트로스로 전환할 수 있다.     본 단계 전에,

고온 (95℃ 초과) 을 유지하면서 pH 를 약 4.5 미만의 값으로 감소시켜, 액화 알파-아밀라아제 변이체 활성을

변성시킨다.     온도를 60℃ 로 저하시키고, 글루코아밀라아제 및 탈분지 효소를 첨가할 수 있다.     당화 공

정은 전형적으로 약 24 내지 약 72 시간 동안 진행된다. 

당화 공정 후, pH 를 약 6.0 내지 약 8.0 (예컨대, pH 7.5) 의 범위의 값으로 증가시키고, 칼슘을 이온 교환으[0229]

로  제거한다.      그런  다음  덱스트로스  시럽을  예를  들어,  고정화  글루코오스  이소머라아제  (예컨대

Sweetzyme ) 을 사용하여 고 과당 시럽으로 전환시킨다.

5.1. 액화 조성물 및 용도[0230]

액화 및 당화 공정 등의 통상의 전분-전환 공정은, 예컨대, 본원에 참조로 포함되는 U.S. 특허 제 3,912,590 호[0231]

및 유럽 특허 공개공보 제 252,730 호 및 제 63,909 호에 기재되어 있다.     일 구현예에서, 전분을 당 또는

지방 대체물질 (fat replacer) 등의 보다 저분자량의 탄수화물 성분으로 분해하는 전분 전환 공정에는 탈분지화

단계가 포함된다.     전분을 당으로 전환하는 경우, 전분은 해중합된다.     이러한 해중합 공정은 전처리 단

계 및 2 또는 3 가지 연속 공정 단계, 예컨대 액화 공정, 당화 공정 및 목적하는 최종 생성물에 따라, 전형적으

로는 이성체화 공정으로 이루어진다.     본래적 전분은 미세 과립으로 이루어지는데, 이는 실온의 물에서 불용

성이다.     수성 전분 슬러리를 가열할 경우, 과립이 팽창하여 종국에는 파열하여, 전분 분자들이 용액 중에

분산된다.     이러한 "호화" 공정 동안 점도가 급격히 증가한다.     전형적인 산업 공정에서 고형물 수준이

30-40% 이므로, 전분을 취급가능하게 하기 위해서 묽게 하거나 또는 "액화"해야 한다.     오늘날 이러한 점도

의 감소는 주로 효소적 분해로 달성한다.

상기 액화 단계 동안, 장쇄의 전분은 알파-아밀라아제에 의해 분지형 및 선형의 보다 짧은 단위 (말토덱스트린)[0232]

로 분해된다.     상기 액화 공정은 약 105-110℃ 에서 5 내지 10 분간, 이어서 약 95℃ 에서 1-2 시간으로 실

시된다.     pH 는 약 5.5 내지 약 6.2 이다.     이러한 조건 하에서 최적의 효소 안정성을 확보하기 위해서,

1 mM 의 칼슘을 첨가한다(40 ppm 유리 칼슘 이온).     상기 처리 후 액화 전분은 "덱스트로스 당량" (DE) 이

약 10-15 가 될 것이다.

상기 알파-아밀라아제 변이체는 상기 액화 공정을 수행함에 있어서 적어도 하나의 개선된 효소적 속성을 제공할[0233]

수 있다.     예를 들어, 변이체 알파-아밀라아제는 활성이 더 높을 수도 있고/있거나, 칼슘 요구성이 감소될

수도 있다.     알파-아밀라아제의 고 안정성을 적절하게 확보하기 위해서 전형적으로는 유리 칼슘을 첨가해야

할 필요가 있지만; 유리 칼슘은 글루코오스 이소머라아제의 활성을 강하게 억제한다.     따라서, 이성체화 단

계 전에 고가의 장치 가동에 의해, 유리 칼슘 수준을 3 ~ 5 ppm 미만으로 감소시키는 정도로 칼슘을 제거해야

한다.     따라서, 칼슘을 요구하지 않는 변이체는 영리적인 면에서 비용 절감을 예표한다.     따라서, 칼슘

이온을 필요로 하지 않거나 칼슘에 대한 요구성이 감소된 알파-아밀라아제 변이체가 특히 유리하다.     예를

들어, 저 농도의 유리 칼슘 (<40 ppm) 에서 안정하고 고도로 활성인 칼슘-의존성이 더 적은 알파-아밀라아제 변

이체를 상기 조성물 및 절차에 이용할 수 있다.     이러한 알파-아밀라아제 변이체는 최적 pH 가 약 4.5 내지
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약 6.5 의 범위이어야 하는데, 예컨대, 약 pH 4.5 내지 약 pH 5.5 이다.     상기 알파-아밀라아제 변이체는 특

이적 가수분해를 제공하도록 단독으로 사용될 수 있고, 또는 넓은 범위의 활성을 가진 "칵테일"을 제공하도록

다른 아밀라아제들과 조합될 수도 있다.

가공되는 전분은, 예를 들어 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 97%, 또는 적어도 99.5% 순수한 고도로 정제된 양[0234]

질의 전분일 수 있다.     다르게는, 전분은 배아 (germ) 잔류물 및 섬유질 등의 비-전분 분획을 비롯한 도정

(milling)된 전곡 (whole  grain)  을 포함하는,  좀더 미정제된 전분 함유 물질일 수 있다.      전곡 등의

원료를, 구조를 개방하여 추가 가공을 가능하게 하기 위해 도정한다.     하기 2 가지 도정 공정이 적합하다:

습식 및 건식 도정.     또한, 콘그릿츠 (corn grits) 및 도정된 콘그릿츠를 적용할 수 있다.     건식 도정된

곡물은 전분 외에도 상당한 양의 비-전분 탄수화물 화합물을 포함할 것이다.     이러한 이질적 물질을 제트 쿠

킹 (jet cooking) 으로 가공하는 경우, 보통 전분이 부분적으로만 호화된다.     따라서, 미호화 전분에 대해

높은 활성을 갖는 알파-아밀라아제 변이체를 액화 및/또는 당화 제트 쿠킹된 건식 도정 전분을 포함하는 공정에

적용하는 것이 유리하다.

5.2. 당화 조성물 및 용도[0235]

액화 공정 후, 글루코아밀라아제 (예컨대, OPTIDEX  L-400) 및 탈분지화 효소, 예컨대 이소아밀라아제 (U.S.[0236]

특허 제 4,335,208 호) 또는 풀루라나아제를 첨가하면 말토덱스트린이 덱스트로스로 전환된다.     액화 알파-

아밀라아제 활성을 불활성화하여 탈분지화 효소에 의해 적절히 가수분해될 수 없는 "파노스 (panose) 전구체"로

불리는 짧은 올리고당의 형성을 감소시키기 위해, 본 단계 전에, 고온 (95℃ 초과) 을 유지하면서 pH 를 4.5 미

만의 값으로 감소시킨다.     온도를 약 60℃ 로 저하시키고, 글루코아밀라아제 및 탈분지화 효소를 첨가한다.

   당화 공정은 약 24-72 시간 동안 진행된다.

정상적으로는, 액화 단계 후 알파-아밀라아제의 변성시 당화 생성물의 약 0.2-0.5% 는 풀루라나아제에 의한 분[0237]

해가 불가능한 분지형 삼당류인 Glc pαl-6Glc pαl-4Glc (파노스) 이다.     당화 동안 상기 액화 단계의 활성

아밀라아제가 존재하는 경우 (즉, 변성이 일어나지 않은 경우), 상기 수준은 약 1-2% 정도로 높을 수 있는데,

이는 당화 수율을 현저히 저하시키므로 매우 비바람직하다.

상기 목적 최종 당 생성물이 예컨대 고 과당 시럽인 경우,  덱스트로스 시럽을 과당으로 전환시킬 수 있다.[0238]

당화 공정 후에 pH  를 약 6-8  범위의 값,  예컨대 pH  7.5  로 증가시키고,  이온 교환으로 칼슘을 제거한다.

상기 덱스트로스 시럽을 그 후, 예컨대, 고정화 글루코오스 이소머라아제 (예컨대, Gensweet  IGI-HF) 를 이용

하여, 고 과당 시럽으로 전환시킨다. 

6. 에탄올 생성 방법[0239]

일반적으로, 전곡으로부터 알콜 (에탄올) 을 생성하는 것은 도정, 액화, 당화, 및 발효의 4 가지 주요 단계로[0240]

분리될 수 있다.

곡물에 대한 도정은 구조를 개방하여 추가 가공을 가능하게 하기 위해 수행된다.     일반적으로 이용되는 두[0241]

가지 공정은 습식 또는 건식 도정이다.     건식 도정에서는, 전립 (whole kernel) 을 도정하여 이를 공정의 나

머지 부분에서 사용한다.     습식 도정은 배아 및 거친가루 (전분 과립 및 단백질) 를 매우 양호하게 분리하는

데, 일부 예외가 있으나, 시럽이 병행 제조되는 위치에 적용된다.

상기 액화 공정에서, 전분 과립은 가수분해에 의해 가용화되어 대부분 DP 가 4 를 초과하는 말토덱스트린으로[0242]

변한다.     상기 가수분해는 산 처리에 의해 또는 알파-아밀라아제에 의해 효소적으로 실시가능하다.     제한

적으로는 산 가수분해가 사용된다.     원료는 도정된 전곡 또는 전분 가공에서의 측류 (side stream) 일 수 있

다.     효소에 의한 액화는 전형적으로 3 단계의 고온 슬러리 공정으로 실시된다.     슬러리를 약 60-95℃,

전형적으로 약 80-85℃ 범위가 되도록 가열하고, 효소(들)를 첨가한다.     그런 다음 슬러리를 약 95-140℃,

전형적으로 약 105-125℃ 에서 제트 쿠킹 (jet cooking) 하고, 약 60-95℃ 로 냉각시킨 후, 여분의 효소(들)를

첨가하여 최종 가수분해를 달성한다.     상기 액화 공정은 약 pH 4.5-6.5, 전형적으로 약 5.0 내지 약 6.0 의

pH 에서 실시한다.     도정 및 액화된 곡물은 또한 매쉬로도 알려져 있다.

효모에 의해 대사가능한 DP1-3 의 저분자 당을 생성하기 위해서는, 상기 액화에서의 말토덱스트린을 추가로 가수[0243]

분해해야 한다.     상기 가수분해는 전형적으로는 글루코아밀라아제를, 다르게는 알파-글루코시다아제, 또는

산 알파-아밀라아제를 이용하여 효소적으로 실시된다.     전체 당화 단계를 72 시간까지 계속할 수도 있으나,

전형적으로 40-90 분의 전-당화 (pre-saccharification) 및 이어서 발효 중 완전 당화 (SSF) 만을 실시하는 것

공개특허 10-2010-0088670

- 24 -



이 보통이다.     당화는 일반적으로 약 30-65℃, 전형적으로 약 6O℃ 부근의 온도에서, 및 약 pH 4.5 에서 실

시한다.

상기 매쉬에 효모 (전형적으로는 사카로마이세스종의 효모) 를 첨가하고, 24-96 시간, 예컨대 전형적으로 35-60[0244]

시간 동안 발효를 진행한다.     이 때 온도는 약 26-34℃, 전형적으로는 약 32℃ 이고, pH 는 약 pH 3-6, 전형

적으로는 약 pH 4-5 근처이다.     가장 일반적으로 사용되는 공정은 당화를 위한 유지 단계가 없는 동시 당화

및  발효  (SSF)  공정으로서,  이는  효모  및  효소가  함께  첨가된다는  것을  의미하는  것임을  유의해야  한다.

SSF 를 실시할 때, 50℃ 초과의 온도에서의 전-당화 단계를 발효 직전에 도입하는 것이 보통이다.

발효 후 매쉬를 증류하여 에탄올을 추출한다.     본 개시의 공정에 따라 수득되는 에탄올은, 예컨대, 연료 에[0245]

탄올; 음용 에탄올, 즉, 음용의 중성 알콜 또는 공업용 에탄올로 사용가능하다.     상기 발효의 잔존물은 곡물

로서, 이는 전형적으로 액체 형태 또는 건조된 상태로 동물 사료에 사용된다.     액화, 당화, 발효, 증류, 및

에탄올 회수의 실시 방법에 대한 더욱 상세한 것은 당업자에 익히 공지되어 있다.      본  개시의 공정에

따라서, 당화 및 발효는 동시적으로 또는 개별적으로 실시될 수 있다.

7. 세제 조성물 및 용도[0246]

본원에서 논의되는 알파-아밀라아제 변이체는 세탁, 식기세척, 또는 기타 세정 조성물에서의 사용을 위한 세제[0247]

조성물에 제형화될 수 있다.

7.1. 세탁, 세정, 및 식기세척 조성물 및 이들의 용도[0248]

일 구현예에 따르면, 하나 이상의 알파-아밀라아제 변이체는 전형적으로 세제 조성물 및/또는 세제 첨가제의 성[0249]

분일 수 있다.     그러한 것으로서, 이는 무(無)-분진 과립, 안정화된 액체, 또는 보호된 효소의 형태로 세제

조성물에 포함될 수 있다.     무-분진 과립은 예컨대 미국 특허 제 4,106,991 호 및 제 4,661,452 호에 개시된

바와 같이 제조될 수 있고, 전형적으로는 당업계에 공지된 방법에 의해 코팅될 수 있다.     왁스성 코팅 물질

의 예로서는 폴리(에틸렌 옥시드) 제품; 평균 몰 중량이 1,000 내지 20,000 인 (폴리에틸렌글리콜, PEG); 16 내

지 50 개의 에틸렌 옥시드 단위를 갖는 에톡시화 노닐페놀; 에톡시화 지방 알콜 (이 때, 알콜의 탄소수는 12 내

지 20 이고, 여기에는 15 내지 80 개의 에틸렌 옥시드 단위가 존재함); 지방 알콜; 지방산; 및 지방산의 모노-

및 디- 및 트리글리세리드가 있다.     유동층 기술에 의한 응용에 적합한 막-형성 코팅 물질의 예는 예를

들어, GB 특허 제 1483591 호에 제시되어 있다.     액체 효소 제제는 예를 들어, 확립된 방법에 따라 프로필렌

글리콜과 같은 폴리올, 당 또는 당 알콜, 락트산 또는 붕산을 첨가하여 안정화할 수 있다.     기타 효소 안정

화제는 당업계에 익히 공지되어 있다.      보호된 효소는 예를 들어 US  특허 제 5,879,920  호 (Genencor

Int'l, Inc.) 또는 유럽 특허 제 238216 호에 개시된 방법에 따라 제조할 수 있다.     폴리올은 단백질의 안정

화제로서 뿐 아니라, 단백질 용해도 개선용으로서 인지되어 왔다.     예컨대, 문헌 [Kaushik  등, "Why  is

trehalose an exceptional protein stabilizer? An analysis of the thermal stability of proteins in the

presence of the compatible osmolyte trehalose" J. Biol. Chem. 278: 26458-65 (2003)] 및 여기에 언급된

참조문헌들; 및 문헌 [M. Conti 등, "Capillary isoelectric focusing: the problem of protein solubility,"

J. Chromatography 757: 237-245 (1997)] 를 참조하라.

세제 조성물은,  겔,  분말,  과립,  페이스트 또는 액체로서 등의 임의의 편리한 형태일 수 있다.      액체[0250]

세제는, 전형적으로 약 70% 이하의 물 및 0% 내지 약 30% 의 유기 용매를 함유하는 수성일 수 있고, 또한 물을

약 30% 만 함유하는 고밀도 겔 (compact gel) 유형의 형태일 수도 있다.

상기 세제 조성물은 하나 이상의 계면활성제를 포함하는데, 이들은 각각 음이온성, 비이온성, 양이온성 또는 쯔[0251]

비터이온성일 수 있다.     상기 세제는 통상 0% 내지 약 50% 의 하기와 같은 음이온성 계면활성제를 함유할 것

이다: 선형 알킬벤젠술포네이트 (LAS); α-올레핀술포네이트 (AOS); 알킬 술페이트 (지방 알콜 술페이트) (AS);

알콜 에톡시술페이트 (AEOS 또는 AES); 2차 알칸술포네이트 (SAS); α-술포 지방산 메틸 에스테르; 알킬- 또는

알케닐숙신산; 또는 비누.     상기 조성물은 또한 0% 내지 약 40% 의 하기와 같은 비이온성 계면활성제를 함유

할 수 있다: 알콜 에톡실레이트 (AEO 또는 AE), 카르복실화 알콜 에톡실레이트, 노닐페놀 에톡실레이트, 알킬폴

리글리코시드, 알킬디메틸아민옥시드, 에톡시화 지방산 모노에탄올아미드, 지방산 모노에탄올아미드, 또는 폴리

히드록시 알킬 지방산 아미드 (예를 들어 WO 92/06154 에 기재된 바의 것).

상기 세제 조성물은 부가적으로는 하나 이상의 기타 효소, 예컨대 리파아제, 큐티나아제, 프로테아제, 셀룰라아[0252]

제, 퍼옥시다아제, 및/또는 락카아제를 임의의 조합으로 포함할 수 있다.

상기 세제는 약 1% 내지 약 65% 의 세척 강화제 또는 착화제, 예컨대 제올라이트, 디포스페이트, 트리포스페이[0253]
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트, 포스포네이트, 시트레이트, 니트릴로트리아세트산 (NTA), 에틸렌디아민테트라아세트산 (EDTA), 디에틸렌트

리아민펜타아세트산  (DTMPA),  알킬-  또는  알케닐숙신산,  가용성  실리케이트 또는 층상 실리케이트 (예컨대,

SKS-6, Hoechst 사 제조) 를 함유할 수 있다.     상기 세제는 또한 미강화 (unbuilt), 즉 본질적으로 세척 강

화제가 없는 것일 수 있다.     효소는 그의 안정성을 해치지 않는 임의의 조성물 중에 사용될 수 있다.     효

소는 공지된 캡슐화 형태를 통해, 예를 들어, 히드로겔 내에서의 과립화 또는 격리에 의해 일반적으로 유해한

성분으로부터 보호될 수 있다.     효소, 및 구체적으로 알파-아밀라아제는 전분 결합 도메인의 유무와 관계없

이, 세탁 및 식기세척 용도에 한정되지 않으며, 표면 세정제 및 전분 또는 바이오매스로부터의 에탄올 생성에

사용될 수 있다.

세제는  하나  이상의  중합체를  포함할  수  있다.      예로서는  카르복시메틸셀룰로오스  (CMC),[0254]

폴리(비닐피롤리돈) (PVP), 폴리에틸렌글리콜 (PEG), 폴리(비닐 알콜) (PVA), 폴리카르복실레이트, 예컨대 폴리

아크릴레이트, 말레산/아크릴산 공중합체 및 라우릴 메타크릴레이트/아크릴산 공중합체를 들 수 있다.

세제는, TAED 또는 노나노일옥시벤젠술포네이트 (NOBS) 등의 과산-형성 표백 활성화제와 보통 조합된, 과붕산염[0255]

또는 과탄산염과 같은 H2O2 공급원을 포함할 수도 있는 표백 시스템을 함유할 수 있다.     다르게는, 표백 시스

템은 예를 들어, 아미드, 이미드, 또는 술폰 유형의 퍼옥시 산을 포함할 수 있다.     표백 시스템은 또한, 예

컨대 WO 2005/056783 에 기재된 것과 같은, 퍼히드롤라아제가 퍼옥시드를 활성화하는 효소 표백 시스템일 수 있

다.

상기 세제 조성물의 효소는 통상의 안정화제, 예컨대 프로필렌 글리콜 또는 글리세롤 등의 폴리올; 당 또는 당[0256]

알콜; 락트산; 방향족 붕산염 에스테르 등의 붕산 또는 붕산 유도체를 사용하여 안정화할 수 있으며; 상기 조성

물은 예를 들어, WO 92/19709 호 및 WO 92/19708 호에 기재된 바와 같이 제형화될 수 있다.

상기  세제는  또한  기타  통상의  세제  성분,  예컨대  점토를  포함하는  섬유  유연제,  거품  촉진제,  비누거품[0257]

억제제, 항부식제, 오염 현탁화제, 오염 재침착방지제, 염료, 살균제, 형광 증백제, 또는 향수를 함유할 수 있

다.     pH (사용 농도의 수용액에서 측정한 것) 는 통상 중성 또는 알칼리성, 예컨대 pH 약 7.0 내지 약 11.0

이다.

알파-아밀라아제 변이체는 세제에 통상 사용되는 농도로 혼입될 수 있다.     현재, 세제 조성물에, 알파-아밀[0258]

라아제 변이체는 세척액 1 리터당 0.00001-1.0 mg (순소 효소 단백질로서 계산된 것) 의 알파-아밀라아제 변이

체에 해당하는 양으로 첨가될 수 있는 것으로 고려된다.     상기 알파-아밀라아제 변이체를 포함하는 세제 조

성물의 특정 형태는 하기를 포함하도록 제형화될 수 있다:

(1) 하기를 포함하는 적어도 600 g/L 의 용적 밀도 (bulk density) 를 갖는 과립으로서 제형화된 세제 조성물:[0259]

선형 알킬벤젠술포네이트 (산으로서 계산됨) 약 7% 내지 약 12%; 알콜 에톡시술페이트 (예컨대, C12-18 알콜, 1-2

에틸렌 옥시드 (EO)) 또는 알킬 술페이트 (예컨대, C16-18) 약 1% 내지 약 4%; 알콜 에톡실레이트 (예컨대, C14-15

알콜, 7 EO) 약 5% 내지 약 9%; 탄산나트륨 (예컨대, Na2CO3) 약 14% 내지 약 20%; 가용성 실리케이트 약 2 내

지 약 6%; 제올라이트 (예컨대, NaAlSiO4) 약 15% 내지 약 22%; 황산나트륨 (예컨대, Na2SO4) 0% 내지 약 6%;

시트르산나트륨/시트르산 (예컨대, C6H5Na3O7/C6H8O7)  약 0%  내지 약 15%;  과붕산나트륨 (예컨대, NaBO3H2O)  약

11% 내지 약 18%; TAED 약 2% 내지 약 6%; 카르복시메틸셀룰로오스 (CMC) 0% 내지 약 2%; 중합체 (예컨대, 말

레산/아크릴산 공중합체, PVP, PEG) 0-3%; 효소 (순수 효소로서 계산됨) 0.0001-0.1% 단백질; 및 미량 성분 (예

컨대, 비누거품 억제제, 향수, 형광 증백제, 광표백제) 0% 내지 약 5%.

(2) 하기를 포함하는 적어도 600 g/L 의 용적 밀도를 갖는 과립으로서 제형화된 세제 조성물: 선형 알킬벤젠술[0260]

포네이트 (산으로 계산됨) 약 6% 내지 약 11%; 알콜 에톡시술페이트 (예컨대, C12-18 알콜, 1-2 EO) 또는 알킬 술

페이트 (예컨대, C16-18) 약 1% 내지 약 3%; 알콜 에톡실레이트 (예컨대, C14-15 알콜, 7 EO) 약 5% 내지 약 9%;

탄산나트륨 (예컨대, Na2CO3) 약 15% 내지 약 21%; 가용성 실리케이트 약 1% 내지 약 4%; 제올라이트 (예컨대,

NaAlSiO4) 약 24% 내지 약 34%; 황산나트륨 (예컨대, Na2SO4) 약 4% 내지 약 10%; 시트르산나트륨/시트르산 (예

컨대, C6H5Na3O7/C6H8O7) 0% 내지 약 15%; 카르복시메틸셀룰로오스 (CMC) 0% 내지 약 2%; 중합체 (예컨대, 말레산

/아크릴산 공중합체, PVP, PEG) 1-6%; 효소 (순수 효소 단백질로서 계산됨) 0.0001-0.1%; 미량 성분 (예컨대,

비누거품 억제제, 향수) 0% 내지 약 5%.

공개특허 10-2010-0088670

- 26 -



(3) 하기를 포함하는 적어도 600 g/L 의 용적 밀도를 갖는 과립으로서 제형화된 세제 조성물: 선형 알킬벤젠술[0261]

포네이트 (산으로 계산됨) 약 5% 내지 약 9%; 알콜 에톡실레이트 (예컨대, C12-15 알콜, 7 EO) 약 7% 내지 약

14%; 지방산으로서의 비누 (예컨대, C16-22 지방산) 약 1 내지 약 3%; 탄산나트륨 (Na2CO3 으로서의 것) 약 10%

내지 약 17%; 가용성 실리케이트 약 3% 내지 약 9%; 제올라이트 (NaAlSiO4 로서의 것) 약 23% 내지 약 33%; 황

산나트륨 (예컨대, Na2SO4) 0% 내지 약 4%; 과붕산나트륨 (예컨대, NaBO3H2O) 약 8% 내지 약 16%; TAED 약 2% 내

지 약 8%; 포스포네이트 (예컨대, EDTMPA) 0% 내지 약 1%; 카르복시메틸셀룰로오스 (CMC) 0% 내지 약 2%; 중합

체 (예컨대, 말레산/아크릴산 공중합체, PVP, PEG) 0-3%; 효소 (순수 효소 단백질로서 계산됨) 0.0001-0.1%; 미

량 성분 (예컨대, 비누거품 억제제, 향수, 형광 증백제) 0% 내지 약 5%.

(4) 하기를 포함하는 적어도 600 g/L 의 용적 밀도를 갖는 과립으로서 제형화된 세제 조성물: 선형 알킬벤젠술[0262]

포네이트 (산으로 계산됨) 약 8% 내지 약 12%; 알콜 에톡실레이트 (예컨대, C12-15 알콜, 7 EO) 약 10% 내지 약

25%; 탄산나트륨 (Na2CO3 으로서의 것) 약 14% 내지 약 22%; 가용성 실리케이트 약 1% 내지 약 5%; 제올라이트

(예컨대, NaAlSiO4) 약 25% 내지 약 35%; 황산나트륨 (예컨대, Na2SO4) 0% 내지 약 10%; 카르복시메틸셀룰로오스

(CMC) 0% 내지 약 2%; 중합체 (예컨대, 말레산/아크릴산 공중합체, PVP, PEG) 1-3%; 효소 (순수 효소 단백질로

서 계산됨) 0.0001-0.1%; 및 미량 성분 (예컨대, 비누거품 억제제, 향수) 0% 내지 약 5%.

(5) 하기를 포함하는 수성 액체 세제 조성물: 선형 알킬벤젠술포네이트 (산으로 계산됨) 약 15% 내지 약 21%;[0263]

알콜 에톡실레이트 (예컨대, C12-15 알콜, 7 EO 또는 C12-15 알콜, 5 EO) 약 12% 내지 약 18%; 지방산으로서의 비

누 (예컨대, 올레산) 약 3% 내지 약 13%; 알케닐숙신산 (C12-14) 0% 내지 약 13%; 아미노에탄올 약 8% 내지 약

18%; 시트르산 약 2% 내지 약 8%; 포스포네이트 0% 내지 약 3%; 중합체 (예컨대, PVP, PEG) 0% 내지 약 3%; 붕

산염 (예컨대, B4O7) 0% 내지 약 2%; 에탄올 0% 내지 약 3%; 프로필렌 글리콜 약 8% 내지 약 14%; 효소 (순수

효소 단백질로서 계산됨) 0.0001-0.1%; 및 미량 성분 (예컨대, 분산제, 비누거품 억제제, 향수, 형광 증백제)

0% 내지 약 5%.

(6) 하기를 포함하는 수성 구조화 액체 세제 조성물: 선형 알킬벤젠술포네이트 (산으로 계산됨) 약 15% 내지 약[0264]

21%; 알콜 에톡실레이트 (예컨대, C12-15 알콜, 7 EO, 또는 C12-15 알콜, 5 EO) 3-9%; 지방산으로서의 비누 (예컨

대, 올레산) 약 3% 내지 약 10%; 제올라이트 (NaAlSiO4 로서의 것) 약 14% 내지 약 22%; 시트르산칼륨 약 9% 내

지 약 18%; 붕산염 (예컨대, B4O7) 0% 내지 약 2%; 카르복시메틸셀룰로오스 (CMC) 0% 내지 약 2%; 중합체 (예컨

대,  PEG,  PVP)  0%  내지 약 3%;  부착 중합체 (예를 들어,  라우릴 메타크릴레이트/아크릴산 공중합체);  몰비

25:1, MW 3800) 0% 내지 약 3%; 글리세롤 0% 내지 약 5%; 효소 (순수 효소 단백질로서 계산됨) 0.0001-0.1%;

및 미량 성분 (예컨대, 분산제, 비누거품 억제제, 향수, 형광 증백제) 0% 내지 약 5%.

(7) 하기를 포함하는 적어도 600 g/L 의 용적 밀도를 갖는 과립으로서 제형화된 세제 조성물: 지방 알콜 술페이[0265]

트 약 5% 내지 약 10%; 에톡시화 지방산 모노에탄올아미드 약 3% 내지 약 9%; 지방산으로서의 비누 0-3%; 탄산

나트륨 (예컨대,  Na2CO3)  약  5%  내지  약 10%;  가용성 실리케이트 약 1%  내지 약 4%;  제올라이트 (예컨대,

NaAlSiO4)  약  20%  내지  약  40%;  황산나트륨  (예컨대,  Na2SO4)  약  2%  내지  약  8%;  과붕산나트륨  (예컨대,

NaBO3H2O) 약 12% 내지 약 18%; TAED 약 2% 내지 약 7%; 중합체 (예컨대, 말레산/아크릴산 공중합체, PEG) 약

1% 내지 약 5%; 효소 (순수 효소 단백질로서 계산됨) 0.0001-0.1%; 및 미량 성분 (예컨대, 형광 증백제, 비누거

품 억제제, 향수) 0% 내지 약 5%.

(8) 하기를 포함하는 과립으로서 제형화된 세제 조성물: 선형 알킬벤젠술포네이트 (산으로 계산됨) 약 8% 내지[0266]

약 14%; 에톡시화 지방산 모노에탄올아미드 약 5% 내지 약 11%; 지방산으로서의 비누 0% 내지 약 3%; 탄산나트

륨 (예컨대, Na2CO3) 약 4% 내지 약 10%; 가용성 실리케이트 약 1% 내지 약 4%; 제올라이트 (예컨대, NaAlSiO4)

약 30% 내지 약 50%; 황산나트륨 (예컨대, Na2SO4) 약 3% 내지 약 11%; 시트르산나트륨 (예컨대, C6H5Na3O7) 약

5% 내지 약 12%; 중합체 (예컨대, PVP, 말레산/아크릴산 공중합체, PEG) 약 1% 내지 약 5%; 효소 (순수 효소 단

백질로서 계산됨) 0.0001-0.1%; 및 미량 성분 (예컨대, 비누거품 억제제, 향수) 0% 내지 약 5%.

(9) 하기를 포함하는 과립으로서 제형화된 세제 조성물: 선형 알킬벤젠술포네이트 (산으로 계산됨) 약 6% 내지[0267]

약 12%; 비이온성 계면활성제 약 1% 내지 약 4%; 지방산으로서의 비누 약 2% 내지 약 6%; 탄산나트륨 (예컨대,
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Na2CO3) 약 14% 내지 약 22%; 제올라이트 (예컨대, NaAlSiO4) 약 18% 내지 약 32%; 황산나트륨 (예컨대, Na2SO4)

약 5% 내지 약 20%; 시트르산나트륨 (예컨대, C6H5Na3O7) 약 3% 내지 약 8%; 과붕산나트륨 (예컨대, NaBO3H2O) 약

4% 내지 약 9%; 표백 활성화제 (예컨대, NOBS 또는 TAED) 약 1% 내지 약 5%; 카르복시메틸셀룰로오스 (CMC) 0%

내지 약 2%; 중합체 (예컨대, 폴리카르복실레이트 또는 PEG) 약 1% 내지 약 5%; 효소 (순수 효소 단백질로서 계

산됨) 0.0001-0.1%; 및 미량 성분 (예컨대, 형광 증백제, 향수) 0% 내지 약 5%.

(10) 하기를 포함하는 수성 액체 세제 조성물: 선형 알킬벤젠술포네이트 (산으로 계산됨) 약 15% 내지 약 23%;[0268]

알콜 에톡시술페이트 (예컨대,  C12-15  알콜,  2-3  EO)  약 8%  내지 약 15%;  알콜 에톡실레이트 (예컨대,  C12-15

알콜, 7 EO, 또는 C12-15 알콜, 5 EO) 약 3% 내지 약 9%; 지방산으로서의 비누 (예컨대, 라우르산) 0% 내지 약

3%; 아미노에탄올 약 1% 내지 약 5%; 시트르산나트륨 약 5% 내지 약 10%; 하이드로트로프 (예컨대, 소듐 톨루엔

술포네이트) 약 2% 내지 약 6%; 붕산염 (예컨대, B4O7) 0% 내지 약 2%; 카르복시메틸셀룰로오스 0% 내지 약 1%;

에탄올 약 1% 내지 약 3%; 프로필렌 글리콜 약 2% 내지 약 5%; 효소 (순수 효소 단백질로서 계산됨) 0.0001-

0.1%; 및 미량 성분 (예컨대, 중합체, 분산제, 향수, 형광 증백제) 0% 내지 약 5%.

(11) 하기를 포함하는 수성 액체 세제 조성물: 선형 알킬벤젠술포네이트 (산으로 계산됨) 약 20% 내지 약 32%;[0269]

알콜 에톡실레이트 (예컨대, C12-15 알콜, 7 EO, 또는 C12-15 알콜, 5 EO) 6-12%; 아미노에탄올 약 2% 내지 약 6%;

시트르산 약 8% 내지 약 14%; 붕산염 (예컨대, B4O7) 약 1% 내지 약 3%; 중합체 (예컨대, 말레산/아크릴산 공중

합체, 부착 중합체, 예컨대, 라우릴 메타크릴레이트/아크릴산 공중합체) 0% 내지 약 3%; 글리세롤 약 3% 내지

약 8%; 효소 (순수 효소 단백질로서 계산됨) 0.0001-0.1%; 및 미량 성분 (예컨대, 하이드로트로프, 분산제, 향

수, 형광 증백제) 0% 내지 약 5%.

(12) 하기를 포함하는 적어도 600 g/L 의 용적 밀도를 갖는 과립으로서 제형화된 세제 조성물: 음이온성 계면활[0270]

성제 (선형 알킬벤젠술포네이트, 알킬 술페이트, α-올레핀술포네이트, α-술포 지방산 메틸 에스테르, 알칸술

포네이트, 비누) 약 25% 내지 약 40%; 비이온성 계면활성제 (예컨대, 알콜 에톡실레이트) 약 1% 내지 약 10%;

탄산나트륨 (예컨대, Na2CO3) 약 8% 내지 약 25%; 가용성 실리케이트 약 5% 내지 약 15%; 황산나트륨 (예컨대,

Na2SO4) 0% 내지 약 5%; 제올라이트 (NaAlSiO4) 약 15% 내지 약 28%; 과붕산나트륨 (예컨대, NaBO3·4H2O) 0% 내

지 약 20%; 표백 활성화제 (TAED 또는 NOBS) 약 0% 내지 약 5%; 효소 (순수 효소 단백질로서 계산됨) 0.0001-

0.1%; 미량 성분 (예컨대, 향수, 형광 증백제) 0% 내지 약 3%.

(13) 상기 조성물 1) - 12) 에 기재된 바와 같은 세제 조성물로서, 이 때 선형 알킬벤젠술포네이트의 전부 또는[0271]

일부가 (C12-C18) 알킬 술페이트로 대체된 조성물.

(14) 하기를 포함하는 적어도 600 g/L 의 용적 밀도를 갖는 과립으로서 제형화된 세제 조성물: (C12-C18) 알킬[0272]

술페이트 약 9% 내지 약 15%; 알콜 에톡실레이트 약 3% 내지 약 6%; 폴리히드록시 알킬 지방산 아미드 약 1% 내

지 약 5%;  제올라이트 (예컨대,  NaAlSiO4)  약 10%  내지 약 20%;  층상 디실리케이트 (예컨대, Hoechst  사의

SK56) 약 10% 내지 약 20%; 탄산나트륨 (예컨대, Na2CO3) 약 3% 내지 약 12%; 가용성 실리케이트 0% 내지 약

6%; 시트르산나트륨 약 4% 내지 약 8%; 과탄산나트륨 약 13% 내지 약 22%; TAED 약 3% 내지 약 8%; 중합체 (예

컨대, 폴리카르복실레이트 및 PVP) 0% 내지 약 5%; 효소 (순수 효소 단백질로서 계산됨) 0.0001-0.1%; 및 미량

성분 (예컨대, 형광 증백제, 광표백제, 향수, 비누거품 억제제) 0% 내지 약 5%.

(15) 하기를 포함하는 적어도 600 g/L 의 용적 밀도를 갖는 과립으로서 제형화된 세제 조성물: (C12-C18) 알킬[0273]

술페이트 약 4% 내지 약 8%; 알콜 에톡실레이트 약 11% 내지 약 15%; 비누 약 1% 내지 약 4%; 제올라이트 MAP

또는 제올라이트 A 약 35% 내지 약 45%; 탄산나트륨 (Na2CO3 으로서의 것) 약 2% 내지 약 8%; 가용성 실리케이

트 0% 내지 약 4%; 과탄산나트륨 약 13% 내지 약 22%; TAED 1-8%; 카르복시메틸셀룰로오스 (CMC) 0% 내지 약

3%; 중합체 (예컨대, 폴리카르복실레이트 및 PVP) 0% 내지 약 3%; 효소 (순수 효소 단백질로서 계산됨) 0.0001-

0.1%; 및 미량 성분 (예컨대, 형광 증백제, 포스포네이트, 향수) 0% 내지 약 3%.

(16) 상기 1) - 15) 에 기재된 바와 같은 세제 제형물로서, 안정화 또는 캡슐화된 과산을 부가적인 성분으로서[0274]

또는 이미 상술한 표백 시스템에 대한 대체물로서 함유하는 제형물.

(17) 상기 1), 3), 7), 9), 및 12) 에 기재된 바와 같은 세제 조성물로서, 과붕산염이 과탄산염으로 대체된 조[0275]
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성물.

(18) 상기 1), 3), 7), 9), 12), 14), 및 15) 에 기재된 바와 같은 세제 조성물로서, 망간 촉매를 부가적으로[0276]

함유하는 조성물.

(19)  선형  알콕시화  1차  알콜과  같은  액체  비이온성  계면활성제,  강화제  시스템  (예컨대,  포스페이트),[0277]

효소(들), 및 알칼리를 포함하는 비-수성 세제 액체로서 제형화된 세제 조성물.     상기 세제는 또한 음이온성

계면활성제 및/또는 표백 시스템을 포함할 수 있다.

또 다른 구현예에서는, 세제 조성물에 2,6-β-D-프룩탄 히드롤라아제를 도입하여, 가정용 및/또는 공업용 직물/[0278]

세탁물에 존재하는 균막의 제거/세정에 사용할 수 있다.

상기 세제 조성물은 예를 들어 오염된 섬유의 예비 처리에 적합한 세탁 첨가제 조성물 및 린스가 첨가된 섬유[0279]

유연제 조성물을 비롯한 손세탁 또는 기계 세탁 세제 조성물로서 제형화될 수 있고, 또는 일반 가정용 경질 표

면 세정 작업에 사용하기 위한 세제 조성물로서 제형화될 수 있고, 또는 손설겆이 또는 식기세척기 작업을 위해

제형화될 수 있다.

특정 측면에서, 상기 세제 조성물은 2,6-β-D-프룩탄 히드롤라아제, 하나 이상의 알파-아밀라아제 변이체 및 하[0280]

나 이상의 기타 세정 효소, 예컨대 프로테아제, 리파아제, 큐티나아제, 카르보히드라아제, 셀룰라아제, 펙티나

아제, 만난아제 (mannanase), 아라비나아제, 갈락타나아제, 자일라나아제, 옥시다아제, 락카아제, 및/또는 퍼옥

시다아제, 및/또는 이들의 조합을 포함할 수 있다.     일반적으로 선택된 효소(들)의 특성은 선택되는 세제와

상용성이어야 하고(예컨대, 최적 pH, 기타 효소 및 비-효소 성분과의 상용성, 등), 효소(들)는 유효한 양으로

존재해야 한다.

프로테아제: 적당한 프로테아제에는, 동물, 식물 또는 미생물 기원의 것들이 포함된다.     화학적으로 개질되[0281]

거나 단백질 조작된 돌연변이체도 또한 적당하다.     프로테아제는 세린 프로테아제 또는 메탈로프로테아제,

예컨대, 알칼리성 미생물 프로테아제, 또는 트립신-유사 프로테아제일 수 있다.     알칼리성 프로테아제의 예

는 서브틸리신, 특별히 바실러스 종으로부터 유래된 것들, 예컨대, 서브틸리신 Novo, 서브틸리신 Carlsberg, 서

브틸리신 309  (예컨대 U.S.  특허 제 6,287,841  호 참조),  서브틸리신 147,  및 서브틸리신 168  (예컨대, WO

89/06279 참조) 이다.     트립신-유사 프로테아제의 예는 트립신 (예컨대, 돼지 또는 소 기원), 및 푸사리움

프로테아제 (예를 들어, WO 89/06270 및 WO 94/25583 참조) 이다.     프로테아제의 예에는 또한 이들에 한정되

는 것은 아니나 WO 92/19729 및 WO 98/20115 에 기재된 변이체가 포함된다.     적당한 시판중인 프로테아제 효

소에는,  Alcalase ,  Savinase ,  Primase™,  Duralase™,  Esperase ,  및  Kannase™  (Novo  Nordisk  A/S);

Maxatase ,  Maxacal™,  Maxapem™,  Properase™,  Purafect ,  Purafect  OxP™,  FN2™,  및 FN3™ (Genencor

International, Inc.) 이 있다. 

리파아제: 적당한 리파아제에는 세균 또는 진균 기원의 것이 포함된다.     화학적으로 개질되거나 단백질 조작[0282]

된 돌연변이체도 또한 포함된다.     리파아제의 예로서는 이들에 한정되는 것은 아니나, 휴미콜라 (Humicola)

(동의어 테르모마이세스), 예컨대, H. 라누기노사 (H. lanuginosa) (T. 라누기노수스 (T. lanuginosus)) (예컨

대, 유럽 특허 제 258068 호 및 제 305216 호 참조), 및 H. 인솔렌스 (H. insolens) (예컨대, WO 96/13580 참

조) 로부터의 리파아제; 슈도모나스 리파아제 (예컨대, P. 알칼리게네스 (P. alcaligenes) 또는 P. 슈도알칼리

게네스 (P. pseudoalcaligenes); 예컨대, 유럽 특허 제 218272 호 참조), P. 세파시아 (P. cepacia) (예컨대,

유럽 특허 제 331376 호 참조), P. 스투트제리 (P. stutzeri) (예컨대, GB 1,372,034 참조), P. 플루오레센스

(P. fluorescens), 슈도모나스 종 균주 SD 705 (예컨대, WO 95/06720 및 WO 96/27002 참조), P. 위스콘시넨시

스 (P. wisconsinensis) (예컨대, WO 96/12012 참조); 바실러스 리파아제 (예컨대, B. 서브틸리스 유래의 것;

예컨대, Dartois 등 Biochemica Biophysica Acta, 1131: 253-360 (1993) 참조), B. 스테아로테르모필루스 (예

를 들어, JP 64/744992 참조), 또는 B. 푸밀러스 (B. pumilus) (예를 들어, WO 91/16422 참조) 가 포함된다.

  상기 제형물에의 사용이 고려되는 부가적인 리파아제 변이체에는 예를 들어 하기에 기재된 것들이 포함된다:

WO  92/05249,  WO  94/01541,  WO  95/35381,  WO  96/00292,  WO  95/30744,  WO  94/25578,  WO  95/14783,  WO

95/22615, WO 97/04079, WO 97/07202, 유럽 특허 제 407225 호, 및 제 260105 호.     시판중인 리파아제 효소

중 일부로는 Lipolase  및 Lipolase  Ultra (Novo Nordisk A/S) 가 포함된다.

폴리에스테라아제:  적당한  폴리에스테라아제에는  이들에  한정되는  것은  아니나,  WO  01/34899  (Genencor[0283]

International, Inc.) 및 WO 01/14629 (Genencor Interntional, Inc.) 에 기재된 것들이 포함되는데, 이들은
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본원에 논의된 기타 효소들과의 임의의 조합으로 포함될 수 있다.

아밀라아제:  상기  조성물은  다른  알파-아밀라아제,  예컨대  비-변이체  알파-아밀라아제와  조합될  수  있다.[0284]

이들로는 시판 아밀라아제, 예컨대 이들에 제한되는 것은 아니나, Duramyl , Termamyl™, Fungamyl  및 BAN™

(Novo Nordisk A/S), Rapidase , 및 Purastar  (Genencor International, Inc.) 를 들 수 있다.

셀룰라아제: 상기 조성물에는 셀룰라아제가 첨가될 수 있다.     적당한 셀룰라아제로서는, 세균 또는 진균 기[0285]

원의 것들을 들 수 있다.     화학적으로 개질되거나 단백질 조작된 돌연변이체도 포함된다.     적당한 셀룰라

아제로서는 바실러스, 슈도모나스, 휴미콜라, 푸사리움, 티엘라비아 (Thielavia),  아크레모니움 (Acremonium)

속으로부터의  셀룰라아제,  예컨대,  U.S.  특허  제  4,435,307  호;  제  5,648,263  호;  제  5,691,178  호;  제

5,776,757  호; 및 WO 89/09259 에 기재된 휴미콜라 인솔렌스, 마이셀리오프토라 테르모필라 (Myceliophthora

thermophila) 및 푸사리움 옥시스포룸으로부터 생성된 진균 셀룰라아제가 포함된다.     사용이 고려되는 예시

적인 셀룰라아제는 직물에 대한 색상 관리 이점을 갖는 것들이다.     이러한 셀룰라아제의 예는 예를 들어 유

럽  특허  제  495257  호  및  제  531372  호;  WO  99/25846  (Genencor  International,  Inc.),  WO  96/34108

(Genencor  International,  Inc.);  WO  96/11262; WO 96/29397; 및 WO 98/08940 에 기재된 셀룰라아제들이다.

 기타 예로서는 WO  94/07998;  WO  98/12307;  WO  95/24471;  PCT/DK98/00299;  유럽 특허 제 531315  호 (Novo

Nordisk); U.S. 특허 제 5,457,046 호; 제 5,686,593 호; 및 제 5,763,254 호에 기재된 것들 등의 셀룰라아제

변이체가 있다.     시판중인 셀룰라아제로서는 Celluzyme  및 Carezyme  (Novo Nordisk A/S); Clazinase™

및 Puradax  HA (Genencor International, Inc.); 및 KAC-500(B)™ (Kao Corporation) 을 들 수 있다.

퍼옥시다아제/옥시다아제:  본 조성물에서의 사용이 고려되는 적당한 퍼옥시다아제/옥시다아제로는 식물,  세균[0286]

또는 진균 기원의 것들을 들 수 있다.      화학적으로 개질되거나 단백질 조작된 돌연변이체도 포함된다.

유용한 퍼옥시다아제의 예로서는, 예컨대 WO 93/24618, WO 95/10602, 및 WO 98/15257 에 기재된 것 등의 코프

리누스 (Coprinus), 예를 들어, C. 시네레우스 (C. cinereus) 로부터의 퍼옥시다아제, 및 이들의 변이체를 들

수 있다.     시판중인 퍼옥시다아제로는 예를 들어, Guardzyme™ (Novo Nordisk A/S) 를 들 수 있다.

상기 세제 효소(들)은, 하나 이상의 효소를 함유하는 별도의 첨가제를 첨가하거나, 이들 효소 모두를 포함하는[0287]

조합 첨가제를 첨가하여 세제 조성물에 포함시킬 수 있다.     세제 첨가제, 즉, 별도의 첨가제 또는 조합 첨가

제는 과립, 액체, 슬러리 등으로 제형화될 수 있다.     적당한 과립 세제 첨가제 제형물로는 무(無)-분진 과립

을 들 수 있다.

무(無)-분진 과립에 대해서는 예컨대, U.S. 특허 제 4,106,991 호 및 제 4,661,452 호에 개시된 바와 같이 제조[0288]

할 수 있고, 전형적으로는 당업계에 공지된 방법으로 코팅할 수도 있다.     왁스성 코팅 물질의 예로서는 평균

몰 중량이 1,000 내지 20,000 인 폴리(에틸렌 옥시드) 제품 (예컨대, 폴리에틸렌글리콜, PEG); 16 내지 50 개의

에틸렌 옥시드 단위를 갖는 에톡시화 노닐페놀; 에톡시화 지방 알콜 (이 때, 알콜의 탄소수는 12 내지 20 이고,

15 내지 80 개의 에틸렌 옥시드 단위가 존재함); 지방 알콜; 지방산; 및 지방산의 모노- 및 디- 및 트리글리세

리드가 있다.     유동층 기술에 의한 응용에 적당한 막-형성 코팅 물질의 예는 예를 들어, GB 1483591 에 제시

되어 있다.     액체 효소 제제에 대해서는 예를 들어, 확립된 방법에 따라 프로필렌 글리콜 등의 폴리올, 당

또는 당 알콜, 락트산 또는 붕산을 첨가하여 안정화할 수 있다.     보호된 효소는 유럽 특허 제 238216 호에

개시된 방법에 따라 제조할 수 있다.

상기 세제 조성물은 임의의 편리한 형태, 예를 들어, 바 (bar), 정제, 겔, 분말, 과립, 페이스트 또는 액체일[0289]

수 있다.     액체 세제는 수성일 수 있는데, 전형적으로 약 70% 이하의 물 및 0% 내지 약 30% 의 유기 용매를

함유한다.     또한 30% 이하의 물을 함유하는 고밀도 세제 겔도 고려된다.     세제 조성물은 하나 이상의 계

면활성제를 포함하는데, 이들은 반-극성 (semi-polar) 을 포함하는 비-이온성, 음이온성, 양이온성 또는 쯔비터

이온성, 또는 이들의 임의의 조합일 수 있다.     계면활성제는 전형적으로 0.1 중량% 내지 60 중량% 의 수준으

로 존재한다.

음이온성 계면활성제가 포함되는 경우, 상기 세제는 전형적으로 이를 약 1% 내지 약 40% 함유할 것인데, 이의[0290]

예는 선형 알킬벤젠술포네이트, α-올레핀술포네이트, 알킬 술페이트 (지방 알콜 술페이트), 알콜 에톡시술페이

트, 2차 알칸술포네이트, α-술포 지방산 메틸 에스테르, 알킬- 또는 알케닐숙신산, 또는 비누 등이다.     

비-이온성 계면활성제가 포함되어 있는 경우, 상기 세제는 이를 약 0.2% 내지 약 40% 함유할 것인데, 이의 예는[0291]

보통 알콜 에톡실레이트, 노닐페놀 에톡실레이트, 알킬폴리글리코시드, 알킬디메틸아민옥시드, 에톡시화 지방산
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모노에탄올아미드,  지방산 모노에탄올아미드,  폴리히드록시 알킬 지방산 아미드,  또는 글루코사민의 N-아실-

N-알킬 유도체 ("글루카미드") 이다.

상기 세제는 0% 내지 약 65% 의 세척 강화제 또는 착화제, 예컨대 제올라이트, 디포스페이트, 트리포스페이트,[0292]

포스포네이트, 카르보네이트, 시트레이트, 니트릴로트리아세트산, 에틸렌디아민테트라아세트산 (EDTA),  디에틸

렌트리아민펜타아세트산, 알킬- 또는 알케닐숙신산, 가용성 실리케이트 또는 층상 실리케이트 (예컨대, Hoechst

사의 SKS-6) 를 함유할 수 있다.

상기 세제는 하나 이상의 중합체를 포함할 수 있다.     예로서는 카르복시메틸셀룰로오스 (CMC), 폴리(비닐피[0293]

롤리돈) (PVP), 폴리(에틸렌 글리콜) (PEG), 폴리(비닐 알콜) (PVA), 폴리(비닐피리딘-N-옥시드), 폴리(비닐이

미다졸), 폴리카르복실레이트, 예컨대, 폴리아크릴레이트, 말레산/아크릴산 공중합체), 및 라우릴 메타크릴레이

트/아크릴산 공중합체가 있다. 

상기 세제는, 과산-형성 표백 활성화제 (예를 들어, 테트라아세틸에틸렌디아민 또는 노나노일옥시벤젠술포네이[0294]

트) 와 배합될 수 있는, 과붕산염 또는 과탄산염과 같은 H2O2 공급원을 포함할 수도 있는 표백 시스템을 함유할

수 있다.     다르게는, 상기 표백 시스템은 퍼옥시산 (예컨대, 아미드, 이미드, 또는 술폰 유형의 퍼옥시산)

을 포함할 수 있다.     표백 시스템은 또한 효소 표백 시스템일 수도 있다.

상기 세제 조성물의 효소(들)는, 통상적인 안정화제, 예컨대, 폴리올 (예컨대, 프로필렌 글리콜 또는 글리세[0295]

롤), 당 또는 당 알콜, 락트산, 붕산, 또는 붕산 유도체 (예컨대, 방향족 붕산염 에스테르), 또는 페닐 보론산

유도체 (예컨대, 4-포르밀페닐 보론산) 를 사용하여 안정화할 수 있다.     상기 조성물은 WO 92/19709 및 WO

92/19708 에 기재된 바와 같이 제형화될 수 있다.

상기  세제는  또한  예컨대  점토를  비롯한  섬유  유연제,  거품  촉진제,  비누거품  억제제,  항부식제,  오염[0296]

현탁화제, 오염 재침착방지제, 염료, 살균제, 형광 증백제, 히드로트로프, 변색 억제제, 또는 향수 등의 기타

통상의 세제 성분을 함유할 수 있다.

상기 세제 조성물에, 효소 변이체를 세척액 1 리터당 약 0.01 내지 약 100 mg 의 효소 단백질, 특히 세척액 1[0297]

리터당 약 0.05 내지 약 5.0 mg 의 효소 단백질, 또는 더욱 특히는 세척액 1 리터당 0.1 내지 약 1.0 mg 의 효

소 단백질에 해당하는 양으로 첨가할 수 있는 것이 고려된다.

본원에서 논의되는 알파-아밀라아제 변이체는 예를 들어 식기 세정에 사용하기 위한 세제 조성물 또는 기타 세[0298]

정 조성물에 제형화될 수 있다.     이들은 겔, 분말 또는 액체일 수 있다.     상기 조성물은 알파-아밀라아제

변이체 단독, 기타 전분 분해 효소, 기타 세정 효소, 및 세정 조성물에 통상인 기타 성분을 포함할 수 있다. 

따라서, 식기세척 세제 조성물은 계면활성제를 포함할 수 있다.     계면활성제는 음이온성, 비이온성, 양이온[0299]

성, 양쪽이온성이거나 이러한 유형들의 혼합물일 수 있다.     상기 세제는 저-발포 내지 비-발포의 에톡시화

프로폭시화 직쇄 알콜 등의 비이온성 계면활성제를 0 내지 약 90 중량% 함유할 수 있다.

상기  세제  용도에서,  알파-아밀라아제  변이체는  보통  프로필렌  글리콜을  함유한  액체  조성물에  사용된다.[0300]

알파-아밀라아제  변이체는  예를  들어  10%  염화칼슘을  함유한  25%  부피/부피  프로필렌  글리콜  용액에

순환시키면, 프로필렌 글리콜에서 용해가능하다.

식기세척 세제 조성물은 무기 및/또는 유기 유형의 세척 강화제 염을 함유할 수 있다.     세척 강화제는 인-함[0301]

유 및 비(非)-인-함유 유형으로 세분될 수 있다.     세제 조성물은 보통 약 1% 내지 약 90%의 세척 강화제를

함유한다.     인-함유 무기 알칼리성 세척 강화제가 존재하는 경우 이의 예로서는, 수용성 염, 특별히 알칼리

금속 피로포스페이트, 오르토포스페이트, 및 폴리포스페이트를 들 수 있다.     인-함유 유기 알칼리성 세척 강

화제가 존재하는 경우 이의 예로서는, 포스포네이트의 수용성 염을 들 수 있다.     비(非)-인-함유 무기 강화

제가 존재하는 경우 이의 예로서는, 수용성 알칼리금속 카르보네이트, 보레이트 및 실리케이트, 뿐만 아니라 각

종 유형의 수불용성 결정성 또는 비결정성 알루미노 실리케이트를 들 수 있으며, 이 중 제올라이트가 가장 잘

알려진 대표 물질이다.

적당한 유기 강화제의 예로서는 알칼리금속; 암모늄 및 치환된 암모늄; 시트레이트; 숙시네이트; 말로네이트;[0302]

지방산 술포네이트; 카르복시메톡시 숙시네이트; 암모늄 폴리아세테이트; 카르복실레이트; 폴리카르복실레이트;

아미노폴리카르복실레이트; 폴리아세틸 카르복실레이트; 및 폴리히드록시술포네이트를 들 수 있다.

기타 적당한 유기 강화제로서는 강화제 특성을 갖는 것으로 알려진 더욱 고분자량의 중합체 및 공중합체, 예를[0303]
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들어 적절한 폴리아크릴산, 폴리말레산 및 폴리아크릴산/폴리말레산 공중합체, 및 이들의 염을 들 수 있다.

세정 조성물은 염소/브롬계 또는 산소계 표백제를 함유할 수 있다.     무기 염소/브롬계 표백제의 예로서는 리[0304]

튬, 나트륨 또는 칼슘 하이포클로라이트, 및 하이포브로마이트, 뿐만 아니라 염소화 트리소듐 포스페이트가 있

다.     유기 염소/브롬계 표백제의 예에는 헤테로시클릭 N-브로모- 및 N-클로로-이미드, 예컨대 트리클로로이

소시아누르산, 트리브로모이소시아누르산, 디브로모이소시아누르산, 및 디클로로이소시아누르산, 및 이들의 칼

륨 및 나트륨과 같은 수-가용화 양이온과의 염이 있다.     히단토인 화합물도 또한 적합하다.

상기 세정 조성물은 산소 표백제를 함유할 수 있는데, 예를 들어, 전형적으로는 표백 전구체를 가진, 무기 과염[0305]

(persalt) 의 형태로, 또는 퍼옥시 산 화합물로서이다.     적당한 퍼옥시 표백제 화합물의 전형적인 예는 알칼

리금속 과붕산염 (4수화물 및 1수화물 모두), 알칼리금속 과탄산염, 과규산염 (persilicate) 및 과인산염이다.

   적당한 활성화제 물질로는 테트라아세틸에틸렌디아민 (TAED)  및 글리세롤 트리아세테이트를 들 수 있다.

 효소 표백 활성화 시스템이 또한 존재할 수 있는데, 예를 들어, WO 2005/056783 에 개시된 바와 같은, 과붕산

염 또는 과탄산염, 글리세롤 트리아세테이트 및 퍼히드롤라아제가 있다.

상기 세정 조성물은, 예컨대, 프로필렌 글리콜, 당 또는 당 알콜, 락트산, 붕산 또는 붕산 유도체 (예컨대, 방[0306]

향족 보레이트 에스테르) 와 같은 폴리올과 같은 효소(들)에 대한 통상의 안정화제를 사용하여 안정화할 수 있

다.     상기 세정 조성물은 또한 기타 통상의 세제 성분, 예를 들어 해교제 (deflocculant)  물질, 충전제

물질, 발포 억제제, 항부식제, 오염 현탁화제, 격리제, 오염 재침작 방지제, 탈수제, 염료, 살균제, 형광제, 증

점제 및 향수를 함유할 수 있다.

마지막으로, 알파-아밀라아제 변이체를 통상의 식기세척 세제에, 예컨대, 하기 특허 공개물들에 기재된 세제 중[0307]

임의의 것에 사용할 수 있는데, 본원에 개시된 알파-아밀라아제 변이체를 하기 열거한 특허 및 공개 출원에 개

시된 임의의 알파-아밀라아제 대신 또는 이에 더하여 사용하는 것도 고려된다: CA 2006687,  GB  2200132,  GB

2234980,  GB  2228945,  DE  3741617,  DE  3727911,  DE  4212166,  DE  4137470,  DE  3833047,  DE  4205071  ,  WO

93/25651, WO 93/18129, WO 93/04153, WO 92/06157, WO 92/08777, WO 93/21299, WO 93/17089, WO 93/03129,

유럽 특허 제 481547 호, 제 530870 호, 제 533239 호, 제 554943 호, 제 429124 호, 제 346137 호, 제 561452

호, 제 318204 호, 제 318279 호, 제 271155 호, 제 271156 호, 제 346136 호, 제 518719 호, 제 518720 호,

제 518721 호, 제 516553 호, 제 561446 호, 제 516554 호, 제 516555 호, 제 530635 호, 및 제 414197 호, 및

U.S. 특허 제 5,112,518 호; 제 5,141,664 호; 및 제 5,240,632 호.

7.2. 세제 조성물 평가 방법[0308]

다수의 알파-아밀라아제 세정 검정법이 존재한다.     세정력 시험에 대한 대표적인 설명에는 하기가 포함된다.[0309]

   "견본(swatch)"은 오염물이 도포된 섬유 등의 물질의 조각이다.     상기 물질은 예를 들어, 면, 폴리에스테

르 또는 천연 및 합성 섬유의 혼합물로 만들어진 섬유일 수 있다.     다르게는, 상기 물질은 여과지 또는 니트

로셀룰로오스와 같은 종이, 또는 세라믹, 금속 또는 유리 등의 경질 물질 조각일 수 있다.     알파-아밀라아제

에 있어, 오염물은 전분 기재이지만, 혈액, 우유, 잉크, 풀, 차, 와인, 시금치, 육즙, 초콜렛, 달걀, 치즈, 점

토, 안료, 오일, 또는 이들 화합물의 혼합물도 포함될 수 있다.     일 구현예에서, α-아밀라아제 변이체는

BMI (blood/milk/ink; 혈액/우유/잉크) 검정법으로 시험된다.

"소형 견본"은 예를 들어 단일 구멍 펀치 장치, 또는 주문 제작된 96-구멍 펀치 장치 (당해 다중 구멍 펀치의[0310]

패턴은 표준 96-웰 마이크로타이터 플레이트에 부합됨) 로 절단되거나, 그렇지 않으면 상기 견본으로부터 절취

된 견본의 한 구획이다.     상기 견본은 직물, 종이, 금속, 또는 기타 적당한 물질일 수 있다.     오염물은

상기 소형 견본을 24-, 48- 또는 96-웰 마이크로타이터 플레이트의 웰에 두기 전 또는 둔 후에 상기 견본에 고

정시킬 수 있다.     또한 작은 조각의 물질에 오염물을 도포하여 소형 견본을 제조할 수도 있다.     예를 들

어, 소형 견본은 직경이 5/8" 또는 0.25" 인 오염물이 있는 섬유 조각일 수 있다.     상기 주문 제작된 펀치는

96 개의 견본을 96-웰 플레이트의 모든 웰에 동시에 전달하는 방식으로 설계된 것이다.     상기 장치는 단순히

동일한 96-웰 플레이트를 여러 번 적재하여 웰 당 1 개 초과의 견본을 전달할 수 있게 한다.     다-구멍 펀치

장치는 견본을, 이들에 한정되는 것은 아니나 24-웰, 48-웰, 및 96-웰 플레이트를 포함하는 임의 형식의 플레이

트에 동시에 전달하도록 고안될 수 있다.     또 다른 고려가능한 방법에서, 오염된 시험 플랫폼은 오염 기질로

코팅된 금속, 플라스틱, 유리, 세라믹 또는 기타 적당한 물질로 만들어진 비드일 수 있다.     그런 다음 상기

하나 이상의 코팅된 비드를 적당한 완충액 및 효소가 담긴 96-, 48- 또는 24-웰 플레이트 또는 더 큰 형식의 웰

에 넣는다.     이러한 경우에, 상청액에 대해, 직접적인 흡광도 측정에 의해 또는 파생적인 발색 반응 후에 방

출된 오염물이 있는지 조사할 수 있다.     방출된 오염물에 대한 분석은 또한 질량 스펙트럼 분석에 의해 수행
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될 수 있을 것이다.

일 구현예에서, 처리 프로토콜은 오염물의 고정도를 조절할 수 있게 한다.     그 결과, 예를 들어, 시험 대상[0311]

효소의 부재하에 세척시 오염물의 양을 달리 방출하는 견본을 제조하는 것이 가능하다.     고정된 견본의 사용

은 세척 검정법에서 신호-대-잡음 (signal-to-noise) 비의 현저한 개선을 가져온다.     나아가, 고정도를 다르

게 함으로써, 다양한 세정 조건하에서 최적의 결과를 산출하는 오염물을 생성할 수 있다.

다양한 유형의 물질에 대해 공지된 "강도"의 오염을 갖는 견본이 시판중이고/이거나(EMPA, St. Gallen, 스위스;[0312]

Testgewebe GmbH, Krefeld 독일; 또는 Center for Test Materials, Vlaardingen, 네덜란드), 당업자에 의해 제

조될 수 있다(Morris 및 Prato, Textile Research Journal 52(4): 280 286 (1982)).     견본은 예를 들어, 혈

액/우유/잉크 (BMI), 시금치, 풀, 또는 초콜렛/우유/그을음으로 만들어진 오염을 가진 면-함유 섬유를 포함할

수 있다.     BMI 오염은 예를 들어, 0.0003% 내지 0.3% 과산화수소를 이용하여 면에 고정시킬 수 있다.     기

타 조합에는 0.001% 내지 1% 글루타르알데히드로 고정된 풀 또는 시금치, 0.001% 내지 1% 글루타르알데히드로

고정된 젤라틴 및 쿠마시 (Coomassie) 오염, 또는 0.001% 내지 1% 글루타르알데히드로 고정된 초콜렛, 우유 및

그을음이 포함된다.

또한 효소 및/또는 세제 제형물과 함께 인큐베이션하는 동안 견본을 진탕할 수도 있다.     세척 성능 데이터는[0313]

웰, 특히 96-웰 플레이트 내 견본의 배향 (수평 대 수직) 에 따라 다르다.     이것은 인큐베이션 기간 동안 혼

합이 불충분하였다는 것을 나타내는 것일 것이다.     인큐베이션 동안 충분한 진탕을 확보하기 위한 다수의 방

법이 있지만, 마이크로타이터 플레이트가 2 개의 알루미늄 플레이트 사이에 끼어 있는 플레이트 홀더를 구축할

수 있다.     이는 예를 들어, 접착 플레이트 봉합제를 웰들에 걸쳐 둔 다음, 2 개의 알루미늄 플레이트를 임의

의 유형의 적절한 시판 집게로 96-웰 플레이트에 집는 정도로 간단할 수 있다.      그런 다음 이를 시판 인큐

베이터 쉐이커에서 고정시킬 수 있다.     쉐이커를 약 400 rpm 으로 설정하면 매우 효과적으로 혼합되면서도,

누출 또는 교차-오염이 홀더에 의해 효과적으로 방지된다.

세척액 중의 아미노기의 농도를 정량화하기 위해 트리니트로벤젠술폰산 (TNBS) 을 사용할 수 있다.     이는 견[0314]

본으로부터 제거된 단백질 양의 척도로서 기능할 수 있다(예컨대, Cayot 및 Tainturier, Anal. Biochem. 249:

184-200 (1997) 참조).     그러나, 세제 또는 효소 시료가 (예를 들어, 시료 중의 펩티다아제의 존재에 의해)

통상적이지 않게 소형인 펩티드 절편을 형성하는 경우, 더 큰 TNBS 신호, 즉, 더 큰 "잡음"이 수득될 것이다.

혈액/우유/잉크에 대한 세척 성능 측정을 위한 또 다른 수단은 잉크 방출에 기반한 것으로 이는 세척액의 흡광[0315]

도를 측정하여 정량화될 수 있다.     흡광도는 350 내지 800 nm  사이의 임의의 파장에서 측정될 수 있다.

일 구현예에서, 파장은 410 nm 또는 620 nm 에서 측정된다.     또한 풀, 시금치, 젤라틴 또는 쿠마시 오염물을

함유하는 오염물에 대한 세척 성능을 측정하기 위해 세척액을 조사할 수 있다.     이러한 오염물에 대한 적당

한 파장으로는, 시금치 또는 풀에 대해서는 670 nm 및 젤라틴 또는 쿠마시에 대해서는 620 nm 를 들 수 있다.

   예를  들어,  세척액의  분취물  (예를  들어,  전형적으로  96-웰  마이크로플레이트로부터  100-150  μL)  을

취하여, 큐벳 또는 멀티웰 마이크로플레이트에 넣는다.     그런 다음 이를 분광광도계에 위치시키고, 적절한

파장에서 흡광도를 판독한다.     상기 시스템은 또한 식기 세척을 위한 적당한 효소 및/또는 세제 조성물을,

예를 들어, 천, 플라스틱 또는 세라믹 등의 적당한 물질 상의 혈액/우유/잉크 오염물을 사용하여 측정하는데 사

용될 수도 있다.

일 측면에서, BMI 오염물을 면에 고정하는 것은 BMI/면 견본에 25℃에서 30 분간 0.3% 과산화수소를 도포하거나[0316]

BMI/면 견본에 60℃에서 30 분간 0.03% 과산화수소를 도포하여 수행한다.     BMI/면 견본으로부터 대략 0.25"

의 소형 견본을 절단해 내고, 이를 96-웰 마이크로타이터 플레이트의 웰에 둔다.     각 웰 내로, 세제 조성물

과 변이체 단백질 등의 효소의 공지된 혼합물을 넣는다.     접착 플레이트 봉합제를 마이크로타이터 플레이트

의 상부에 둔 후, 마이크로타이터 플레이트를 알루미늄 플레이트에 고정시키고 대략 250 rpm 에서 약 10 내지

60 분 동안 오비탈 쉐이커에서 진탕한다.     마지막에, 상청액을 새로운 마이크로타이터 플레이트 중의 웰로

옮기고, 620 nm 에서의 잉크의 흡광도를 측정한다.     0.01% 글루타르알데히드를 시금치/면 견본 또는 풀/면

견본에 25℃에서 30 분간 적용함으로써, 면에 고정된 시금치 오염물 또는 풀 오염물을 이용하여 이를 유사하게

시험할 수 있다.     초콜렛, 우유, 및/또는 그을음 오염물로도 동일한 시험을 실시할 수 있다.

8. 직물 발호 조성물 및 용도[0317]

또한 고려되는 것은 알파-아밀라아제 변이체 중 하나 이상을 사용하는, (예컨대, 직물을 발호하기 위한) 섬유[0318]

처리 조성물 및 방법이다.     알파-아밀라아제 변이체는 당업계에 잘 알려진 임의의 섬유-처리 방법에 사용될
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수 있다(예를 들어 U.S. 특허 제 6,077,316 호 참조).     예를 들어, 일 측면에서 섬유의 촉감 및 외관은 섬유

를 용액 중에서 효소 변이체와 접촉시키는 것을 포함하는 방법에 의해 개선된다.     일 측면에서는, 섬유를 압

력하에서 용액으로 처리한다.

일 측면에서는, 효소들을 직물의 방적 동안 또는 그 후, 또는 발호 단계, 또는 하나 이상의 부가적인 섬유 가공[0319]

단계 동안 적용한다.     직물의 방적 동안, 실은 상당한 기계적 스트레인 (mechanical strain) 에 노출된다.

   기계 직기 (loom)  에서 방적하기 전, 직물의 인장 강도를 증가시키고 파손을 방지하기 위해 경사 (warp

yarn) 를 종종 사이징 (sizing) 전분 또는 전분 유도체로 코팅한다.     알파-아밀라아제 변이체는 이러한 사이

징 전분 또는 전분 유도체를 제거하기 위해 적용될 수 있다.     직물 방적 후, 섬유는 발호 단계를 거칠 수 있

다.     이어서 하나 이상의 부가적인 섬유 가공 단계가 뒤따를 수 있다.     발호는 직물로부터 사이즈 (size)

를 제거하는 작용이다.     방적 후, 균질하고 내세탁성 (wash-proof) 인 결과를 확보하기 위해서는 섬유의 추

가 가공 전에 사이즈 코팅을 제거하여야 한다.     또한 효소 변이체의 작용에 의한 사이즈의 효소적 가수분해

를 포함하는 발호 방법이 제공된다.

알파-아밀라아제 변이체는, 예컨대, 수성 조성물 등에서, 세제 첨가제로서 면-함유 섬유를 비롯한 섬유의 발호[0320]

를 위해 단독으로 또는 기타 발호 화학 시약 및/또는 발호 효소와 함께 사용될 수 있다.     알파-아밀라아제

변이체는 또한 인디고-염색 데님 섬유 및 의류에 스톤워시 룩 (stonewashed look) 을 생성하기 위한 조성물 및

방법에도 사용될 수 있다.     의복의 제조를 위해, 섬유를 절단 및 재봉하여 의복 또는 의류가 되도록 할 수

있는데, 이들은 차후에 마감된다.     특히, 데님 청바지의 제조를 위해, 상이한 효소 마감 방법이 개발되었다.

   데님 의류 마감은 통상적으로 효소 발호 단계로 시작하는데, 이 단계 동안 섬유에 유연성을 부여하고 면을

후속 효소 마감 단계에 좀 더 이용가능하게 하기 위해 의류에 대하여 전분가수분해 효소를 작용시킨다.     알

파-아밀라아제 변이체는 데님 의류 마감 (예를 들어, "바이오-스토닝 (bio-stoning) 공정"), 효소 발호 및 섬유

에의 유연성 부여, 및/또는 마감 공정의 방법들에 사용가능하다.

본 개시는 하기 실시예에서 더욱 상세한 것을 포함하나, 이들은 어떠한 방식으로든 본 발명의 청구범위를 제한[0321]

하고자 의도된 것이 아니다.      첨부된 도면은 제시된 명세서 및 상세한 설명의 필수불가결한 부분이다.

인용된 모든 참조문헌은 그에 기술된 모든 것이 명시적으로 참조로 본원에 포함된다.     따라서 하기 실시예는

설명을 위해 제공되는 것으로, 특허청구범위를 제한하는 것이 아니다.

9. 균막 제거 조성물 및 용도[0322]

상기 조성물은 주요 효소 성분으로서 하나의 알파-아밀라아제 변이체를 포함할 수 있는데, 예컨대, 균막 제거에[0323]

사용하기 위한 1 성분 조성물일 수 있다.     다르게는, 상기 조성물은 균막 제거를 위해 다중 효소 활성, 예컨

대 다수의 아밀라아제, 또는 아미노펩티다아제, 아밀라아제 (β- 또는 α- 또는 글루코-아밀라아제), 카르보히

드라아제, 카르복시펩티다아제, 카탈라아제, 셀룰라아제, 키티나아제, 큐티나아제, 시클로덱스트린 글리코실트

랜스페라아제,  데옥시리보뉴클레아제,  에스테라아제,  α-갈락토시다아제,  β-갈락토시다아제,

글루코아밀라아제,  α-글루코시다아제,  β-글루코시다아제,  할로퍼옥시다아제,  인버타아제,  락카아제,

리파아제, 만노시다아제, 옥시다아제, 펙틴 가수분해 효소, 펩티도글루타미나아제, 퍼옥시다아제, 파이타아제,

폴리페놀옥시다아제,  단백질 가수분해 효소,  리보뉴클레아제,  트랜스글루타미나아제,  및/또는 자일라나아제를

포함하는 효소들의 칵테일, 또는 이들의 임의의 조합을 포함할 수 있다.     부가적인 효소(들)는 아스페르길루

스 속, 예컨대, A. 아쿨레아투스 (A. aculeatus), A. 아와모리, A. 니게르 또는 A. 오리재; 또는 트리코더마

속; 휴미콜라 속, 예컨대 H. 인솔렌스; 또는 푸사리움 속, 예컨대, F. 박트리디오이데스 (F. bactridioides),

F. 세레알리스 (F. cerealis), F. 크룩웰렌스 (F. crookwellense), F. 쿨모룸 (F. culmorum), F. 그라미네아룸

(F. graminearum), F. 그라미눔 (F. graminum), F. 헤테로스포룸 (F. heterosporum), F. 네군디 (F. negundi),

F. 옥시스포룸, F. 레티쿨라툼 (F. reticulatum), F. 로세움 (F. roseum), F. 삼부시눔 (F. sambucinum), F.

사르코크로움 (F. sarcochroum), F. 술푸레움 (F. sulphureum), F. 토룰로세움 (F. toruloseum), F. 트리코테

시오이데스 (F. trichothecioides), 또는 F. 베네나툼 (F. venenatum) 에 속하는 미생물에 의해 생성될 수 있

다.

상기 알파-아밀라아제 변이체 포함 조성물은 당업계에 공지된 방법에 따라 제조가능하고, 액체 또는 건조 조성[0324]

물의 형태일 수 있다.     예를 들어, 알파-아밀라아제 변이체 함유 조성물은 과립 또는 미세과립의 형태일 수

있다.     조성물에 포함되는 폴리펩티드는 당업계에 공지된 방법에 따라 안정화할 수 있다.

폴리펩티드 조성물의 용도에 대한 예가 하기에 제시된다.     알파-아밀라아제 변이체 함유 조성물의 투여량 및[0325]

조성물이 사용되는 기타 조건은 당업계에 공지된 방법에 근거해 결정가능다.     알파-아밀라아제 변이체는
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2,6-β-D-프룩탄 히드롤라아제 또는 이의 변이체와 함께 조성물에 사용하는 것이 추가로 고려된다.

한 가지 측면은 균막의 분해 및/또는 제거이다.     본원에 사용된 용어 "분해"는 균막 내의 개별 미생물 세포[0326]

들을 함께 연결 및 결합시키는 균막 매트릭스 내의 다당류의 가수분해로서 이해되어야 하며, 이렇게 하여 미생

물 세포는 균막으로부터 방출 및 제거될 수 있다.     균막은 표면에 존재할 수 있는데; 균막의 분해는 알파-아

밀라아제 변이체 및 임의로는 균막의 분해를 담당하는 하나 이상의 기타 효소 (예컨대, 이에 한정되는 것은 아

니나 2,6-β-D-프룩탄 히드롤라아제) 를 포함하는 수성 매질에 상기 표면을, 예컨대, 침지, 이로 덮음 또는 이

를 뿌림에 의해, 접촉시켜 달성할 수 있다.     상기 조성물은 점액질, 예를 들어 펄프 및 제지 산업에서의 백

수 (white water) 에서의 점액질을 가수분해하는데 사용될 수 있다.

상기 알파-아밀라아제 변이체는 0.0001 내지 10000 mg/L, 0.001 - 1000 mg/L, 0.01 -100 mg/L, 또는 심지어[0327]

0.1 -10 mg/L 의 양으로 존재할 수 있다.     부가적인 효소 및 효소 변이체는 이와 유사하거나 더 적은 양으로

존재할 수 있다.     공정은 대략 주위 온도 내지 약 70℃ 의 온도에서 수행될 수 있다.     적당한 온도 범위

는 약 30℃ 내지 약 60℃, 예컨대, 약 40℃ 내지 약 50℃ 이다.

균막의 가수분해에 적당한 pH 는 약 3.5 내지 약 8.5 이다.     특히 적당한 pH 범위는 약 5.5 내지 약 8, 예컨[0328]

대, 약 6.5 내지 약 7.5 이다.     효소 변이체가 균막을 효과적으로 제거하기 위한 접촉 시간 또는 반응 시간

은 균막 특성 및 표면을 효소 변이체 단독 또는 2,6-β-D-프룩탄 히드롤라아제와 같은 다른 효소와 조합된 것으

로 처리하는 빈도에 따라, 상당히 다를 수 있으나, 적당한 반응 시간은 약 0.25 내지 약 25 시간이다.     특히

적당한 반응 시간은 약 1 내지 약 10 시간, 예컨대 약 2 시간이다.

상기  알파-아밀라아제  변이체  및  2,6-β-D-프룩탄  히드롤라아제에는,  이들에  제한되는  것은  아니나,[0329]

셀룰라아제, 헤미셀룰라아제, 자일라나아제, 다른 알파-아밀라아제를 포함하는 기타 아밀라아제, 리파아제, 프

로테아제, 및/또는 펙티나아제를 비롯한 부가적인 효소가 배합될 수 있다.     상기 효소들은 추가로 효소성 또

는 비(非)효소성-살생물제 등의 항균제와 배합될 수 있다.     효소성 살생물제는, 산화환원효소, 예컨대, 락카

아제 또는 퍼옥시다아제, 특별히 할로퍼옥시다아제, 및 임의로 예를 들어 WO 97/42825 및 DK 97/1273 에 기재된

바와 같은, 알킬 시린게이트 등의 증강제를 포함한 조성물일 수 있다.

균막이 제거되고/되거나 세정 제거되는 표면은 경질 표면일 수 있는데, 이는 정의상 미생물에 본질적으로 비-투[0330]

과성인 임의의 표면에 관련된 것이다.     이의 예는, 임의로는 페인트, 에나멜, 중합체 등으로 코팅될 수

있는, 금속, 예컨대, 스테인레스 스틸 합금, 플라스틱/합성 중합체, 고무, 판자, 유리, 목재, 종이, 직물, 콘크

리트, 바위, 대리석, 석고 및 세라믹 물질로부터 제조된 표면이다.     따라서, 표면은 급수 시스템, 식품 가공

시스템, 냉각 시스템, 화학적 처리 시스템, 약제 가공 시스템, 또는 펄프 및/또는 제지 산업에서 발견되는 것

등의 목재 가공 시스템과 같은,  수용액을 보유,  이송,  처리 또는 접촉하는 시스템의 일 구성원일 수 있다.

따라서, 상기 효소 변이체 및 상기 효소 변이체를 함유한 조성물은 통상의 제자리-세정 (cleaning-in-place: C-

I-P) 시스템에 유용하다.     상기 표면은 파이프, 탱크, 펌프, 막, 필터, 열 교환기, 원심분리기, 증발기, 믹

서, 분무탑 (spray tower), 밸브 및 반응기와 같은 시스템 장치의 일 구성원일 수 있다.     상기 표면은 또한

오염된 내시경, 보철 장치 또는 의료용 이식물과 같은 의료 과학 및 산업에서 사용되는 기구 또는 그의 일부일

수 있다.

균막 제거용 조성물로는 또한 수송관 등의 금속 표면에 미생물 균막이 침범했을 때 발생하는 소위 생물-부식을[0331]

방지하기 위한 것이 고려된다.     상기 조성물은 균막을 분해하여, 균막의 미생물 세포가 그것이 부착된 금속

표면을 부식시키는 균막 환경을 생성하는 것을 방지한다.

9.1 구강 관리 조성물[0332]

항-균막 조성물의 또 다른 용도에는 구강 관리가 포함된다.     따라서 표면에는 치태가 있는 치아가 포함된다.[0333]

   따라서, 상기 변이체 효소는 인간 또는 동물 치아에 존재하는 플라크 분해용으로 효소 변이체를 포함하는 의

약의 제조를 위한 조성물 (예컨대 치약) 및 방법에 사용될 수 있다.     추가의 용도는 점막으로부터 균막, 예

컨대 낭성 섬유증 환자의 폐에 있는 균막을 분해하는 것이다.     상기 표면은 또한 생물학적 기원의 기타

표면, 예컨대, 피부, 치아, 모발, 손발톱일 수 있고, 또는 오염된 콘택트 렌즈일 수도 있다.

구강 관리 조성물에 유용한 기타 효소로는, 이들에 한정되는 것은 아니나, 하기를 들 수 있다: 2,6-β-D-프룩탄[0334]

히드롤라아제; 덱스트라나아제; 뮤타나아제; 옥시다아제, 예컨대 글루코오스 옥시다아제, L-아미노산 옥시다아

제, 퍼옥시다아제, 예컨대 WO 95/10602 에 기재된 코프리누스 종 퍼옥시다아제 또는 락토퍼옥시다아제; 할로퍼

옥시다아제, 특별히 쿠르불라리아 (Curvularia) 종, 특히 C. 베루쿨로사 (C. verruculosa) 및 C. 이나에쿠알리
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스 (C. inaequalis) 로부터의 할로퍼옥시다아제; 락카아제; 프로테아제, 예컨대 파파인; 산성 프로테아제 (예를

들어, WO 95/02044 에 기재된 산성 프로테아제); 엔도글루코시다아제; 리파아제; AMG
TM
 (Novo Nordisk A/S) 등

의 아밀로글루코시다제를 비롯한 아밀라아제; 항-미생물 효소; 및 이들의 혼합물.     상기 구강 관리 생성물은

임의로는 U.S. 특허 제 6,207,149 호에 개시된 것 등의 전분 결합 도메인을 포함할 수도 있다.

상기 구강 관리 조성물은 임의의 적당한 물리적 형태, 즉,  분말,  페이스트, 겔,  액체,  연고, 정제 등일 수[0335]

있다.     "구강 관리 조성물"에는 충치를 방지하고, 치태 및 치석의 형성을 방지하고, 치태 및 치석을 제거하

고, 치과 질환을 예방 및/또는 치료하는 등에 의해, 인간 및 동물의 입 안의 구강 위생을 유지하거나 개선하기

위해 사용될 수 있는 조성물이 포함된다.     구강 관리 조성물은 또한 의치, 인공치 등을 세정하기 위한 제품

도 포함한다.     구강 관리 조성물의 예로서는 치약, 치과용 크림, 겔 또는 가루치약, 치아 구강세정제, 양치

전- 또는 후 린스 제형물, 츄잉검, 로젠지 (lozenges) 및 캔디가 있다.     치약 및 치아용 겔에는 전형적으로

연마 광택 물질, 발포제, 향신제, 보습제 (humectant), 결합제, 증점제, 감미제, 미백/표백/염색제거제, 물, 및

임의로 효소가 포함된다.     플라크-제거액을 비롯한 구강세정제는 전형적으로 물/알콜 용액, 향신제, 보습제,

감미제, 발포제, 착색제 및 임의로 효소를 포함한다. 

연마 광택 물질이 또한 구강 관리 조성물 내에 혼입될 수 있다.     그에 따라, 연마 광택 물질에는 알루미나[0336]

및 그의 수화물, 예컨대 α-알루미나 3수화물; 마그네슘 트리실리케이트; 탄산마그네슘; 카올린; 알루미노실리

케이트,  예컨대  하소  (calcined)  알루미늄  실리케이트  및  알루미늄  실리케이트;  탄산칼슘;  지르코늄

실리케이트; 및 또한 분말 플라스틱, 예컨대 폴리비닐 클로라이드; 폴리아미드; 폴리메틸 메타크릴레이트; 폴리

스티렌; 페놀-포름알데히드 수지; 멜라민-포름알데히드 수지; 우레아-포름알데히드 수지; 에폭시 수지; 분말 폴

리에틸렌; 실리카 제로겔; 히드로겔 및 에어로겔 등이 포함될 수 있다.     연마제로서 또한 적당한 것은 피로

인산칼슘;  수-불용성  알칼리  메타포스페이트;  인산이칼슘  및/또는  이의  2수화물,  오르토인산이칼슘;

인산삼칼슘; 미립자 히드록시아파타이트 등이다.     또한 이러한 물질들의 혼합물을 사용하는 것도 가능하다.

   구강 관리 조성물에 따라, 연마 제품은 약 0 중량% 내지 약 70 중량%, 예를 들어, 약 1 중량% 내지 약 70 중

량%로 존재할 수 있다.     치약에 있어서, 연마재 함량은 전형적으로 최종 치약의 10 중량% 내지 70 중량% 범

위내이다.

보습제는 예를 들어 치약으로부터 수분 손실을 방지하기 위해 사용된다.     구강 관리 조성물에 사용하기에 적[0337]

당한 보습제에는 글리세롤;  폴리올;  소르비톨;  폴리에틸렌 글리콜 (PEG);  프로필렌 글리콜; 1,3-프로판디올;

1,4-부탄디올; 수소화된 부분 가수분해 다당류 등 및 이들의 혼합물이 있다.     보습제는 일반적으로 치약 중

에 0 중량% 내지 약 80 중량%, 또는 약 5 중량% 내지 약 70 중량%로 존재한다.

실리카, 전분, 트래거캔스 검, 잔탄 검, 아이리쉬 모스 (Irish moss) 추출물, 알기네이트, 펙틴, 셀룰로오스 유[0338]

도체, 예컨대 히드록시에틸 셀룰로오스, 나트륨 카르복시메틸 셀룰로오스 및 히드록시프로필 셀룰로오스, 폴리

아크릴산 및 이의 염,  폴리비닐피롤리돈은,  치약 제품의 안정화를 돕는 적당한 증점제 및 결합제의 예이다.

 증점제는 치약 크림 및 겔에 최종 생성물의 약 0.1 중량% 내지 약 20 중량%의 양으로, 결합제는 약 0.01 내지

약 10 중량%로 존재할 수 있다.

발포제가 사용될 수 있는데, 이에는 비누, 음이온성, 양이온성, 비이온성, 양쪽이온성 및/또는 쯔비터이온성 계[0339]

면활성제가 포함된다.     이들은 최종 생성물의 0 내지 약 15 중량%, 약 0.1 내지 약 13 중량%, 또는 심지어

약 0.25 내지 약 10 중량%의 수준으로 존재할 수 있다.     계면활성제는 오로지 본 발명의 효소들을 불활성화

하지 않는 정도로만 적합하다.     계면활성제로서는 지방 알콜 술페이트, 술폰화 모노-글리세리드 또는 탄소수

10 내지 20 의 지방산의 염, 지방산-알부멘 축합 생성물, 지방산 아미드 및 타우린의 염 및/또는 이세티온산의

지방산 에스테르의 염을 들 수 있다.

제형물에 사용하기에 적당한 감미제로는 사카린을 들 수 있다.     스피아민트와 같은 향신제 또한 보통 적은[0340]

양으로, 예컨대 약 0.01 내지 약 5 중량%, 특별히 약 0.1 내지 약 5 중량%로 존재한다.     미백/표백제로는

H2O2 를 들 수 있으며, 최종 생성물의 중량으로 계산하여, 약 5% 미만, 또는 약 0.25% 내지 약 4% 의 양으로 첨

가될 수 있다.     미백/표백제는 산화환원효소 등의 효소일 수 있다.     적당한 치아 표백 효소의 예는 WO

97/06775 (Novo Nordisk A/S) 에 기재되어 있다.     물은 보통 치약 등의 상기 조성물을 유동가능한 형태가 되

게 하는 양으로 첨가된다.     수용성 항-세균제, 예컨대 클로르헥시딘 디글루코네이트, 헥세티딘, 알렉시딘,

Triclosan , 4 차 암모늄 항-세균 화합물 및 아연, 구리, 은 및 주석과 같은 특정 금속 이온의 수용성 공급원

(예컨대, 염화아연, -구리 및 -주석 및 질산은) 이 또한 포함될 수 있다.     사용될 수 있는 부가적인 화합물
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로는 불소 공급원, 염료/착색제, 보존제, 비타민, pH-조정제, 항-충치제, 민감성 감소제 (desensitizing agent)

등이 있다. 

상기 기술한 구강 관리 조성물에는 효소들이 또한  유용하다.     효소는 구강 세정에 사용될 경우 여러 가지[0341]

이점을 제공한다.     프로테아제는 타액 단백질을 분해하는데, 이는 치아 표면에 흡착하여 결과적으로 생성된

플라크의 첫번째 층인 피막을 형성하는 것이다.     프로테아제는 리파아제와 함께 세균 세포벽 및 세포막의 구

조 성분을 형성하는 단백질 및 지질을 용해함으로써 세균를 파괴한다.     덱스트라나아제 및 2,6-β-D-프룩탄

히드롤라아제와 같은 기타 카르보히드라아제는 세균에 의해 생성된 세균 부착용 매트릭스를 형성하는 유기 골격

구조를 분해한다.     프로테아제 및 아밀라아제는 플라크 형성을 방지할 뿐 아니라, 또한 칼슘을 결합시키는

탄수화물-단백질 복합체를 파괴하여 석회화 (mineralization) 발달을 방지한다. 

치약은 전형적으로 하기 성분들을 포함할 수 있다(단위: 최종 치약 조성물에 대한 중량%): 연마재 약 70% 까지;[0342]

보습제: 0% 내지 약 80%; 증점제: 약 0.1% 내지 약 20%; 결합제: 약 0.01% 내지 약 10%; 감미제: 약 0.1% 내지

약 5%; 발포제: 0% 내지 약 15%; 미백제: 0% 내지 약 5%; 및 효소: 약 0.0001% 내지 약 20%.     일 구현예에

서, 치약은 pH 가 약 6.0 내지 약 8.0 범위이고, 약 10% 내지 약 70% 의 연마재; 0% 내지 약 80% 의 보습제;

0.1% 내지 약 20% 의 증점제; 0.01% 내지 약 10% 의 결합제; 약 0.1% 내지 약 5% 의 감미제; 0% 내지 약 15%

의 발포제; 0% 내지 약 5% 의 미백제; 및 약 0.0001% 내지 약 20% 의 효소를 포함한다.     상기 효소에는, 단

독 또는 2,6-β-D-프룩탄 히드롤라아제 등의 기타 효소와 조합된 알파-아밀라아제 변이체, 및 임의로는 상기 언

급된 기타 유형의 효소가 포함된다.

구강세정제는 전형적으로 하기 성분들을 포함할 수 있다(단위: 최종 구강세정 조성물에 대한 중량%): 0% 내지[0343]

약 20% 의 보습제; 0% 내지 약 2% 의 계면활성제; 0% 내지 약 5% 의 효소; 0% 내지 약 20% 의 에탄올; 0% 내지

약 2% 의 기타 성분 (예컨대, 향신제, 감미제 활성 성분, 예컨대 불화물).     상기 조성물은 또한 약 0% 내지

약 70% 의 물을 함유할 수도 있다.     구강세정제 조성물은 시트르산 또는 인산 나트륨 등의 적당한 완충액으

로 약 6.0 내지 약 7.5 의 pH 범위로 완충될 수 있다.     구강세정제는 비-희석 형태일 수 있는데, 즉, 사용전

에 희석해야 하는 것일 수 있다.     구강 관리 조성물은 구강 관리 업계에 공지된 임의의 통상적인 방법을 사

용하여 제조될 수 있다.

실시예[0344]

실시예 1 - 변이체의 구축[0345]

부위 특이적 돌연변이유발 접근법을 이용하여 야생형 LAT 서열의 S239Q 변이체를 구축하였다.     돌연변이유발[0346]

을 위한 주형은 New England Biolabs (Beverly, MA) 사의 dam-메틸라아제를 이용하여 수득한 메틸화 pHPLT-LAT

(도 1) 이었다.     Integrated DNA Technologies (Coralville, IA) 에 의뢰하여 상보성 서열을 가진 5 개의

주요 인산화된 전방향 및 역방향 프라이머를 합성하고, TE 완충액 중에 50 μM 가 되도록 희석하였다.     239

잔기의 상류 및 하류에 있는 서열들이 측면에 위치한 글루타민 돌연변이의 대상인 CAA 코돈을 가진 올리고뉴클

레오티드 프라이머를 이용하여 Stratagene QuikChange Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La

Jolla, CA) 를 이용하여 상기 돌연변이체를 생성하였다.     239 위치의 세린(S) 잔기를 글루타민 (Q) 으로 돌

연변이시켰다.     돌연변이유발을 위한 프라이머는 하기와 같다:

[0347]

상기 반응은 하기와 같이 수행하였다: [0348]

QuikChange 반응:[0349]

당해 반응물은 멸균 증류 H2O 13 μL, 상기 키트로부터의 1OX 완충액 2.5 μL, 상기 키트로부터의 dNTP 1 μL,[0350]

전방향 프라이머 (50 μM 스탁 중의 것) 0.25 μL, 역방향 프라이머 (50 μM 스탁 중의 것) 0.25 μL, 주형으로

서의 pHPLT-LAT 플라스미드 DNA 7 μL (대략 98 ng), 및 상기 키트로부터의 효소 배합물 1 μL 로 이루어졌으며

총 25 μL 이었다. 

순환 조건:[0351]

순환 조건은 DNA Engine Dyad 열순환기 (Bio-Rad, Hercules, CA) 에서 95℃ 에서 1 분간 1 회, 그 후 95℃ 에[0352]

서 1 분간, 55℃ 에서 1 분간, 65℃ 에서 10 분 30 초간을 30 회 반복하는 것이었다.
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상기 QuikChange 반응을 실시한 후, 반응 혼합물에 1 μL 의 DpnI (10 U/μl) 를 첨가하고, 37℃ 에서 18 시간[0353]

동안 인큐베이션한 후, 추가 0.5 μl 를 첨가하여 추가로 3 시간 인큐베이션하였다.

2 마이크로리터의 DpnI 처리된 반응물을 Templiphi 증폭 키트 (GE Healthcare, Piscataway, NJ) 를 이용한 회[0354]

전환 (rolling circle) 증폭에서 주형으로 사용하고, 제조업자의 프로토콜에 따라 반응을 수행하였다.     1 마

이크로리터의 회전환 DNA 를 100 μl 의 바실러스 서브틸리스 적격 (competent) 세포 (2 프로테아제 결실된 B.

서브틸리스 균주 (ΔaprE, ΔnprE, degUHy32, oppA, ΔspoIIE3501, amyE::xylRPxylAcomK-phleo)) 내로 형질전

환시키고, 37℃ 에서 1 시간 동안 진탕하였다.     전체의 형질전환물을 이어서 LA + 10 ppm 네오마이신 + 1%

불용성 전분 플레이트 상에 플레이팅하였다(1  개  플레이트 상에 25  μL,  또  다른 플레이트 상에 75  μL).

Illustra PureTaq Ready-To-Go PCR 비드 (GE Healthcare, Piscataway, NJ) 및 상기 유전자의 5' 및 3' 말단의

측면에 위치하는 올리고뉴클레오티드 프라이머를 이용하여 콜로니 PCR 을 실시하였다.     콜로니 PCR 용 프라

이머를 TE 완충액 (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA) 중에 50 μM 로 희석하였다.     콜로니

PCR 에 사용된 프라이머는 하기와 같다: 

[0355]

상기 반응은 멸균 증류 H2O 24 μL, 전방향 프라이머 (50 μM 스탁 중의 것) 0.5 μL, 역방향 프라이머 (50 μM[0356]

스탁 중의 것) 0.5 μL, 아주 소량의 관심 콜로니로 이루어졌으며, 이들을 별도의 1.5 mL 튜브에서 모두 함께

혼합하였다.     이 혼합물을 상기 PCR 비드에 첨가하였다. 

콜로니 PCR 의 순환 조건:[0357]

순환 조건은 DNA Engine Dyad 열순환기 (Bio-Rad, Hercules, CA) 에서 95℃ 에서 10 분간 1 회, 이어서 95℃[0358]

에서 1 분간, 53℃ 에서 1 분간, 72℃ 에서 2 분간을 25 회 반복한 후, 마지막 단계로서 72℃ 에서 1 분간이었

다.

당해 PCR 생성물을 ExoSAP-IT (USB Corp., Cleveland, OH) 로 세정하여 과량의 dNTP 및 프라이머를 제거하였는[0359]

데, 이는 PCR 생성물 10 μL 를 4 μL 의 ExoSAP-IT 와 혼합한 후, 37℃ 에서 15 분간 인큐베이션하고, 그 후

80℃ 에서 15 분간 인큐베이션함으로써 수행되었다.     세정된 콜로니 PCR 생성물을 Quintara Biosciences

(Berkeley, CA) 에 의뢰하여 서열분석하였다. 

LAT-S239 SEL: [0360]

239 위치의 세린 잔기에 대한 부위 평가 라이브러리 (site evaluation library; SEL) 를 DNA 2.0 (Menlo Park,[0361]

CA) 으로 합성 제조하였다.     상기 변이체들을 pHPLT-LAT 플라스미드 내에 발생시키고, 이들을 B. 서브틸리스

숙주  (2  프로테아제  결실된  것  (ΔaprE,  ΔnprE,  ΔspoIIE,  amyE::xylRPxylAcomK-phleo))  내로

형질전환시켰다.     생성된 아미노산 치환은 하기였다: A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W,

및 Y.

실시예 2 - 변이체들의 발현, 정제 & 특징분석[0362]

LAT S239 변이체들을 집어내어 125 μl 의 LB + 10 ppm 네오마이신이 담긴 96 웰 마이크로타이터 플레이트 내에[0363]

담고, 대조군과 함께 4 회 반복 형식 (quad format) 으로 배열하였다.     배열이 이루어진 마이크로타이터 플

레이트를 37℃ 및 250 rpm 에서 6 시간 동안 배양하였다.     복제 도구 (Enzyscreen 사, Leiden, 네덜란드)

를 이용하여, 상기 마이크로타이터 배양 플레이트를 이용하여 10 ppm 네오마이신 및 5 mM CaCl2 가 보충된 175

μl 의 단백질 발현용 MBD 배지가 담긴 새로운 마이크로타이터 플레이트 (Enzyscreen 사 (Leiden, 네덜란드) 의

마이크로타이터 플레이트 및 플레이트 뚜껑) 에 접종하였다(G.  Vogtentanz  등, A  Bacillus  subtilis  fusion

protein  system  to  produce  soybean  Bowman-Birk  protease  inhibitor,  Prot.  Expr.  &  Purif.,  55:  40-52

(2007)).     발현 플레이트를 37℃, 250 rpm, 및 70% 습도에서 64 시간 동안 배양하였다.     이어서 발현 배

양물을 정밀여과기 플레이트 (0.22 μm, Millipore, Billerica, MA) 로 여과하여 스크리닝하였다.

아밀라아제를 위한 발효는 500 mL 진탕 플라스크에서 실시되었는데, 1% (w/v) Soytone 이 함유된 최소 MOPS 배[0364]

양 배지 (Neidhardt 등, J. Bacteriol, 1 19(3): 736-747, 1974) 중에서 37 ℃ 에서 60 시간 동안 배양되었다.

Phenyl SEPHAROSE 6 Fast Flow (하이 서브(high sub)) (GE healthcare, 17-0973-05) 를 이용한 소수성 상호작[0365]

공개특허 10-2010-0088670

- 38 -



용 크로마토그래피를 이용하여 발효 브로스로부터 S239Q 변이체 및 야생형 알파-아밀라아제 (각각 서열번호: 2

및 4) 를 정제하였다.     간략히, 상기 브로스를 10 배 농축한 후, 다시 50 mM MES, 2 mM CaCl2 (pH 6.8, 1 M

암모늄 술페이트 함유) 로 희석하고, 12.5 cm 유리 섬유 여과기 (Watman, 1825-125) 를 이용하여 멸균 여과하였

다.     그 후, 시료를 상기 동일 완충액으로 미리 평형화해 둔 페닐 세파로오스 FF 고밀도 컬럼 (20 x 95 mm;

Amersham, GE Healthcare Bio-Sciences, 스웨덴) 상에 로딩하였다.     10 배 컬럼 부피의 암모늄 술페이트 비

함유의 상기 동일 완충액 및 이어서 5 배 컬럼 부피의 물을 이용하여 아밀라아제가 아닌 단백질들을 세정 제거

하였다.     마지막으로, 50 mM MES, 2 mM CaCl2 (pH 6.8, 40% 프로필렌 글리콜 함유) 로 관심 효소들을 용출하

였다.

단백질 농도는 표준 정량 SDS page 겔 밀도측정법 또는 Megazyme 사 (Wicklow, 아일랜드) 의 표준 아밀라아제[0366]

검정법 키트를 이용한 활성 검정법으로 측정하였다.

실시예 3 - 변화된 특성 측정[0367]

본 실시예는 본원에 기술된 변이체들이 야생형 알파-아밀라아제 B. 리체니포르미스와 비교하여 변화된 특성을[0368]

가질 수 있음을 보여준다.     변이체들에 대한 대용량 열적 안정성 스크린을 실시하였다.

열 스트레스 조건을 조사하여, 열 스트레스 후, 출발 야생형 효소 (서열번호: 4) 가 그의 비(非)스트레스 활성[0369]

의 대략 40% (즉, 열 스트레스 후 활성/열 스트레스 전 활성이 대략 0.4 임) 를 나타내도록 하는 것을 선택하였

다.     변이체 라이브러리를 4 회씩 스크리닝하고, 표준 편차가 출발 야생형 효소의 평균 잔류 활성보다 적어

도 2 이상인 열 스트레스 후 잔류 활성을 나타내는 것들로서의 잠재적 목적 효소들을 동정하였다.

아밀라아제 발현은 상기 발현 플레이트의 배양 상청액 중에 대략 100 ppm 이었다.     가습된 진탕기 (250 rpm[0370]

및 70% 상대 습도) 에서 37℃ 에서 60-65 시간 배양 후, 배양 상청액을 여과기 플레이트를 이용하여 투명하게

하여 세포성 물질을 제거하였다.     상기 투명하게 된 상청액을 50 mM NaOAc, 2.6 mM CaCl2, 0.002% TWEEN 20

을 함유한 완충액 (pH 5.8) 내로 10 배 희석하여, 최종 농도가 대략 10 ppm 이 되도록 하였다.     상기 상청액

의 일 분취물을 추가로 희석하여 0.02 ppm 으로 하고, 효소 변이체들의 활성을 하기 기술한 바와 같이 형광 표

지된 옥수수 전분 기질 (Invitrogen, San Diego CA, E33651) 을 이용하여 측정하였다.     상기 상청액의 또

다른 분취물은 열순환기에서 95℃에서 30 분의 열 스트레스에 적용한 후, 50 mM NaOAc, 2.6 mM CaCl2, 0.002%

TWEEN 20 (pH 5.8) 중에 0.02 ppm 이 되도록 희석하고, 동일한 형광 기질 및 후술되는 검정법을 이용하여 잔류

활성을 검정하였다.

알파-아밀라아제 활성은 본질적으로 제조업자 (Invitrogen, San Diego, CA) 에 의해 설명된 바대로 아밀라아제[0371]

EnzCheck  검정법을  이용하여  측정하였다.      상기  검정법에서  아밀라아제의  최종  농도는  대략  0.02  ppm

이었다.     검정 완충액은 50 mM NaOAc, 2.6 mM CaCl2, 0.002% TWEEN 20 (pH 5.8) 이었다.     기질은 BODIPY

형광 염료가 접합된 100 μg/mL DQ™ 옥수수 전분이었다(Invitrogen, Eugene, OR).     아밀라아제 활성을 나

타내는 형광의 증가는 Spectomax M2 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) 를 이용하여 측정하였다.     동적

모드로 기록하는 기기를 이용하여 반응을 실온에서 5 분간 모니터하였다.     여기 파장은 485 nm 이었고; 방출

은 515 nm 의 컷오프 (cutoff) 여과기를 이용하여 520 nm 에서 모니터되었다.

야생형 LAT 는 95℃ 에서 30 분간 열적 스트레스에 적용된 후 약 43-55% 잔류 활성을 나타내었다.     LAT[0372]

S239Q  변이체는 동일한 열적 스트레스 조건 하에서 약 73-75%  잔류 활성을 유지하였다(LAT-Q  는 S239Q  또는

239Q 와 상호교환적으로 사용됨).     LAT S239A 변이체는 동일한 열적 스트레스 조건 하에서 약 61% 잔류 활성

을 유지하였다.     도 2 를 참조하라.     이들 잔류 활성 측정치는 S239Q 및 S239A 변이체 모두 야생형 알파-

아밀라아제보다 더욱 열에 안정하다는 것을 시사한다.
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표 1

[0373]

[0374]

나아가, LAT  S239  변이체를 생화학적으로 특징분석하였다.     전형적인 생화학적 검정법은 후술되어 있다.[0375]

 상기 효소들을 50 mM 아세트산나트륨 중에 0.2 mg/mL 로 준비하였다(pH 5.8).     기질은 0.2 ml PCR 타입 튜

브 스트립 (strip) 에서 7.5% (w/v) 감자 아밀로펙틴 (Sigma-Fluka 10118) 40 μL 를 pH 5.8 의 250 mM 아세트

산나트륨  10  μL  와  혼합하여  조제하였다.      희석된  효소  시료  10  μL  를  예비-인큐베이션된  기질에

첨가하고, 볼텍싱으로 단시간 혼합하여 효소 반응을 개시하였다.     뚜껑이 가열된 (80℃) PCR 타입 열순환기

히트 블럭 (heat block) (50℃) (Mastercycler Gradient, Eppendorf) 상에서 인큐베이션을 실시하였다.     60

μl 0.1 N NaOH 을 첨가하고 볼텍싱으로 단시간 혼합하고 정확히 4 분 후에 반응을 종결시켰다.     모든 반응

은 2 회씩 동일하게 실시하였다.     하기와 같은 DNS 방법으로 반응물 중에 존재하는 총 환원당을 측정하였다:

0.2 mL 튜브 PCR 타입 96-웰 플레이트 중에서 시료 20 μl 를 물 40 μL 와 혼합하였다.     60 마이크로리터의

DNS 시약 (2.5 N NaOH, 43.8 mM 3-5 디니트로 살리실산 [Sigma D-0550], 1.06 M 타르타르산나트륨칼륨 [Sigma

S6170]) 을 각 튜브 내로 넣고 위아래로 피펫팅하여 완전히 혼합시켰다.     플레이트를 95℃에서 2 분간 인큐
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베이션하고, 이어서, PCR 타입 열순환 히트 블럭을 이용하여 25℃ 로 신속히 냉각시켰다.     각 튜브로부터의

100 마이크로리터씩의 혼합물을 96-웰 편평 바닥 마이크로타이터 플레이트로 옮기고, 전체 플레이트의 광학 밀

도를 543 nm 에서 측정하였다. 

LAT S239Q 변이체 및 야생형 LAT 의 잔류 활성은 상이한 완충액 중에서 측정하였다.     pH 3.5, 4.0, 4.5,[0376]

5.0, 5.25, 5.5, 5.75, 및 6.25 의 300 mM 아세트산나트륨 완충액의 10 마이크로리터 분취물들을 PCR 타입 튜

브 스트립의 8 개의 0.2 mL 튜브 각각에 넣었다.     각 효소에 대해 4 개의 상기와 같은 스트립을 준비하고(총

8 개 스트립), 얼음조에 넣었다.     효소들을 0.005% TWEEN 80 이 함유된 물 중에 0.12 mg/ml 로 준비하였다.

   50 마이크로리터의 각 효소를 4 개의 튜브 스트립에 분취하고, 마개를 닫고, 볼텍싱으로 단시간 혼합하였다.

   각 효소에 있어서, 3 개의 스트립을 예열된 85℃ 히트 블럭 (상기 기술된 것) 상에 두었다.     정확히 30,

60,  및 120 초 후에, 상기 블럭에서 각 효소를 대표하는 1 개씩의 스트립을 취하여 얼음 상에 다시 두었다.

 상기 기술한 50℃, pH 5.8 에서의 5% 아밀로펙틴 방법에서 방출된 총 환원당을 이용하여 모든 튜브에 존재하는

활성을 측정하였다.     열처리된 튜브들에 존재하는 활성은 얼음 상에 남아있는 튜브들에 존재하는 활성과 비

교하여 보고되었다.     0.1 mg/ml 의 두 효소들은 완충액 중에서 pH 5 또는 그 이상에서 2 분 이하로 85℃ 에

서 인큐베이션된 후 안정성/잔류 활성이 유사하였으나, LAT S239Q 변이체는 더 낮은 pH 값에서 더 큰 잔류 활성

을 나타낸다(도 3).

LAT S239Q 변이체 및 야생형 LAT 에 있어서 기질 중의 잔류 활성은 효소 당 5 개씩의 튜브 스트립 (총 10 개)[0377]

을 준비한 것을 제외하고는 상기와 정확히 동일한 방식으로 측정하였다.     모든 튜브에서 40 마이크로리터의

7.5 % 아밀로펙틴을 완충액 분취물과 혼합하였다.     0.005% TWEEN 80 이 함유된 물 중의 0.6 mg/ml 의 효소

10 마이크로리터를 모든 튜브 내로 첨가하고, 혼합한 후, 얼음조에 두었다.     튜브들을 상기와 같이 열처리하

되, 효소 당 4 개씩의 튜브는 85℃ 에서 1.25, 2.5, 5, 10 분간 두었다.     모든 튜브 내 물질을 50 mM 아세

트산나트륨 (pH 5.8) 중에 1 : 10 으로 희석한 후, Bodipy 검정법을 제조업자 (Invitrogen) 의 지시사항에 따

라 이용하여 활성을 분석하였다.     상기의 결과와 유사하게, LAT S239Q 변이체는 5% 아밀로펙틴 (0.1 mg/ml

총 단백질) 중에서 인큐베이션된 경우 더 낮은 pH 값에서 잔류 활성이 더 높다.     아밀로펙틴의 존재는 안정

성/잔류 활성을 증가시키는 것으로 보인다(도 4).

S239Q 변이체와 야생형 LAT 간의 pH 프로필을 비교하기 위해, 상기 기술한 300 mM 범위 완충액 10 마이크로리터[0378]

를 8 개의 튜브 PCR 타입 튜브 스트립의 각 튜브에 넣었다.     7.5% 아밀로펙틴 40 마이크로리터를 모든 튜브

에 첨가하고, 단시간 혼합한 후, 상기 기술한 바와 같이 85℃ 에서 예비-인큐베이션하였다.     0.15 mg/ml 효

소 10 μL 를 첨가하고, 그 직후 볼텍싱으로 단시간 혼합하여 반응을 개시하였다.     45 초 후에 상기 기술한

바와 같이 반응을 종결시켰다.     모든 반응은 3 회씩 실시하였다.     총 환원당은 상기 기술한 바와 같이

DNS 검정법으로 측정하였다.     그 결과에 따르면, LAT S239Q 변이체는 더 낮은 pH (<5.0) 에서 야생형 LAT 보

다 활성이 더 높은 것으로 보이는 것으로 나타났다(도 5).

LAT S239Q 변이체 및 야생형 LAT 모두에 대해 온도 프로필을 평가하였다.     PCR 타입 0.2 ml 튜브 스트립 중[0379]

의 모든 6 개 튜브에 250 mM 아세트산나트륨 (pH 5.8) 10 마이크로리터를 넣었다.     12 개의 스트립을 준비하

였다.      모든  튜브내로  7.5%  아밀로펙틴  40  마이크로리터를  혼합시켰다.      구배  PCR  히트  블럭

(Mastercycler Gradient, Eppendorf) 을 5℃ 씩 증가하여 45-99℃ 의 온도 범위 근처가 되도록 프로그래밍하였

다.     효소를 50 mM 아세트산나트륨 (pH 5.8) 중에 0.15 mg/ml 로 준비하고; 각 효소 200 μL 를 0.2 mL 튜

브 스트립의 6 개 튜브 중 3 개에 넣어, 효소 저장고로 사용하였다.     기질/완충액 믹스가 담긴 튜브들을 원

하는 온도에서 1-2 분간 예비-인큐베이션하였다.     저장고로부터의 각 효소 10 μl 를 첨가하고(결과적으로 3

개씩의 동일한 반응물 생성), 그 직후 단시간 혼합하여 효소 반응을 개시하였다.     30 초 후에 상기한 바와

같이 반응을 종결시켰다.     이전에 기술한 바와 같은 DNS 검정법을 이용하여 존재하는 총 환원당을 측정하였

다.     (안정성에 있어서 최적 pH 인 것으로 보이는, pH 5.8 에서) 다양한 온도에서 효소 안정성과 반응 속도

를 구별하기 위해 진행한 노력의 일환으로서, 30 초의 짧은 인큐베이션 기간을 이용하였다.     불행히도, 그러

한 단시간의 인큐베이션은 데이터를 모사함 (즉, 재현성) 에 있어서 더 큰 편차를 초래할 수 있다.     반응을

3 회씩 실시하였는데, 표준 편차는 보고한 데이터의 오차 막대로 나타나 있다(도 6).     두 효소 모두 사실상

온도 프로필에 있어서 서로 유사하며, 단, LAT S239Q 변이체는 (비록 상기 효소가 순수하고 효소들이 동등한 단

백질 수준으로 투여된 사실 때문인 것으로 보이긴 하지만) 비활성도가 더 높은 것으로 보인다.     90℃ 에서

둘 다 활성이 상당히 증가한 것은 흥미롭다.     LAT S239Q 변이체는 또한 90℃ 초과에서 야생형 LAT 보다 더

높은 상대 활성을 보유하는 것으로 보인다.
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실시예 4 - 변화된 특성의 측정: DSC[0380]

소수성 상호작용 크로마토그래피를 이용하여 진탕 플라스크 발효 브로스로부터 S239Q 변이체 및 야생형 알파-아[0381]

밀라아제 (각각 서열번호: 2 및 4) 를 정제하였다(실시예 2 참조).     40% 프로필렌 글리콜 및 2 mM CaCl2 를

함유한 50 mM MES (pH 6.8) 를 이용하여 단백질을 컬럼으로부터 정제된 형태로 용출시켰다. 

초감도 주사 고속 미세열량계인 VP-Cap DSC (MicroCal, Inc., Northampton, MA) 를 이용하여 과잉 열용량 곡선[0382]

을 측정하였다.     DSC 측정에 대한 표준 절차 및 상기 기술에 대한 이론은 이전에 발표되었다(Freire, E.

(1995) Differential Scanning Calorimetry, Methods. Mol. Biol. 41, 191-218).     대략 500 μL 의 0.5

mg/ml LAT, LAT S239Q, 및 SPEZYME

 Fred (Genencor) 를 다양한 농도 (0, 0.1, 0.15, 0.2, 0.5, 1, 및 2 mM) 의 염화칼슘의 존재 하에서 30-125℃

온도 범위에 걸쳐 스캐닝하였다.     그 후 상기 공정의 가역성을 점검하기 위해 동일한 시료를 다시 스캐닝하

였다.     알파-아밀라아제에 있어서, 열에 의해 풀리는 과정은 비가역적이었다.     사용된 완충액은 10 mM 아

세트산나트륨 (pH 5.5) 이었다.     응집으로 인해 초래될 수 있는 임의의 인위적 결과물을 최소화하기 위해

200℃/시간의 주사 속도 (scan rate) 를 이용하였다.     DSC 곡선의 열 중간점 (thermal midpoint; Tm) 을 열

적 안정성의 지표로 이용하였다.

나아가, 칼슘의 부재 하, 2 mM 염화칼슘의 존재 하, 및 2 mM 아카르보스 (acarbose) 존재 하에서의 LAT S239Q[0383]

변이체 및 야생형 LAT 의 열 풀림 (thermal unfolding) 프로필을 비교하였다.     아카르보스는 알파-아밀라아

제의 기질 유사체로서 알파-아밀라아제에 대한 기질의 결합을 잠재적으로 안정화하는 효과를 모방할 수 있다.

   표 2 는 시험된 아밀라아제 단백질들에 대한 열 융해점을 보여준다.

2 mM 염화칼슘의 존재 및 부재하에서 S239Q 변이체의 열 풀림은 야생형 LAT 와 비교하여 상기 변이체의 융해점[0384]

이 상당히 증가한 것을 보여준다.     염화칼슘이 첨가되지 않은 경우, LAT 의 열 융해점은 90.1℃ 이고; S239Q

변이체에 있어서 Tm 은 109.1℃ 이다.     따라서, S239Q 치환은 Tm 을 19℃ 증가시키는 결과를 가져온다.

2 mM 염화칼슘의 존재 하에서, 상기 특징분석된 LAT 는 열 융해점이 102.1℃ 인 반면, S239Q 변이체에 있어서[0385]

Tm  은  110.2℃  이다.      따라서,  2  mM  염화칼슘의  존재하에서,  상기  두  단백질  모두  Tm  값의  증가를

나타내었다.     LAT 및 S239Q 변이체에 있어서 Tm 의 증가는 각각 12℃ 및 1.1℃ 이었다.     이는 S239Q 변이

체가 안정성에 있어서 칼슘에 덜 의존적임을 입증한다.

2 mM 아카르보스의 존재 하에서, 상기 특징분석된 LAT 는 열 융해점이 95.2℃ 이다.     S239Q 에 있어서 Tm 은[0386]

109.8℃ 이다.     따라서, 2 mM 아카르보스의 존재하에서, 상기 두 단백질 모두 Tm 값의 증가를 나타내었는데,

이는 아카르보스가  알파-아밀라아제를 구조적으로 안정화할 수 있음을 시사한다.     LAT 및 S239Q 변이체에

있어서 Tm 의 증가는 각각 5.1℃ 및 0.7℃ 이었다.     이는 S239Q 변이체의 열안정성이 아카르보스의 존재에

영향을 덜 받는다는 것을 시사한다.

이상은 S239Q 변이체의 열역학적 특성이 LAT 와 상이하다는 것을 시사하며, 이는 응용 연구들에서의 성능 강화[0387]

와 부합된다(실시예 5-6 참조).     Tm 의 변화 및 칼슘 결합 곡선은 LAT S239Q 변이체가 야생형 LAT 보다 본질

적으로 더 열에 안정하며, 이의 열안정성은 야생형 LAT 보다 칼슘에 대해 덜 의존적임을 시사한다. 

표 2

[0388]

실시예 5 - 활성 프로필[0389]

본 실시예는 S239Q 변이체 (서열번호: 2) 의 활성 프로필이 야생형 알파-아밀라아제 (서열번호: 4) 에 대해서뿐[0390]
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아니라, 산업 표준 SPEZYME

 Fred (Genencor) 에 대해서도 변화된 것을 보여준다.     단백질 정량은 정제된 또는 플레이트 시료들에 대해

실시되었다.     실험 변이체 및 야생형 알파-아밀라아제 모두 동등한 단백질 농도로 투여되었다.

플레이트 또는 정제된 변이체 중 하나를 말산 완충액 (pH  5.6)  을 이용하여 대략 20  ppm  으로 희석하였다.[0391]

기질은 동일한 50 mM 말산 완충액 (pH 5.6) 중의 15% 옥수수 전분으로 이루어졌다.     상기 전분 현탁액 400

마이크로리터를 2.5 분간 70℃ 로 평형화하였다.     그 후, 상기 희석된 효소 7 μL 를 상기 평형화된 전분에

신속히 첨가하였다(최종 단백질 농도: 약 0.36 ppm).     그런 다음 반응 혼합물을 예열된 85℃ 진탕 히팅 블럭

에 두고, 300 rpm 으로 혼합하였다.     미리 정해둔 시간 간격에서, 125 mM NaOH 50 μL 를 이용하여 반응을

중지시켰다.     그런 다음 반응 튜브들을 회전시키고, 상청액을 10 mM NaOH 내로 10 배 희석시켜, HPAEC-PAD

로 DP 프로필을 분석하였는데, 이는 약 DP1 - DP40 범위의 크기의 당 중합체를 구별 및 정량하는 민감한 방법이

다.

4, 10 및 20 분간 반응을 유발하였다.     DP2 로부터 HPLC 실행 마지막까지의 총 피크 면적을 적분하고, 상기[0392]

면적을 총 단백질 및 반응 시간으로 나누어, 임의 단위의 상대 활성을 나타내는 수치를 생성하였다.

상기 4 분 반응은 효소가 얼마나 신속히 기질을 분해하기 시작하는지에 대한 지표를 제공하며; 10 분 반응은 효[0393]

소의 열적 활성에 대한 지표를 제공하고, 20 분 반응은 효소의 열적 안정성에 대한 지표를 제공한다.     결과

는 표 3 에 제시되어 있다.

표 3

[0394]

실시예 6 - 제트 쿠커 (Jet Cooker) 에서의 액화[0395]

35% DC 전분 슬러리의 pH 를 20% 탄산나트륨 용액을 이용하여 5.8 로 조정하였다.     이산화황을 칼슘 없이[0396]

100 ppm 으로 첨가하였다.     상기 슬러리를 재킷솥 (jacketed kettle) 중에서 물 및 증기를 이용하여 70℃

(158℉) 가 되도록 가열하였다.     액화 효소, LAT S239Q 변이체 (서열번호: 2) 및 SPEZYME

 Fred (Genencor) 를 첨가하고, 슬러리를 DS 1 g 당 10 LU 가 되도록 하였다.     상기 혼합물을 대략 10 분에

걸쳐 85℃ (185℉) 가 되도록 가열하였다.     85℃ 에서 추가로 10 분간 인큐베이션 후, 슬러리를 대형 파일럿

플랜트 제트 (pilot plant jet) (Hydro-thermal Corp. (Waukesha, Wisconsin) 의 M103 열수기 (hydro-heater)

가 구비된 것) 를 이용하여 3 분의 보유 시간을 가지면서 108.4℃ 로 유지된 제트-쿠커에 통과시켰다.     상기

제트로부터 액화물을 수집하여, 85℃ 수조에 두었다.     제트 통과 후에 또 다른 일정량의 액화 효소를 첨가하

였다.     액화물을 계속적으로 교반하고, 95℃에서 120 분간 유지하였다.     시료들을 0, 30, 60, 90 및 120

분에 수집하였다.     제트 통과 후에 모든 시료에 대하여 DE 및 점도를 시험하였다.     DE  에 대해서는

Schoorls 방법 (요청시 이용가능한 방법) 으로 시험하였다.

LAT S239Q 변이체에 있어서의 DE 진행 곡선을 Fred 와 비교하였는데, Fred 는 야생형 LAT 보다 현저히 더욱 열[0397]

에 안정한 산업 표준 효소이다.     LAT S239Q 변이체 및 Fred 의 열안정성을 연구하기 위해 상기 벤치 쿠커

(bench cooker) 온도를 115℃ 로 증가시켰다.     Fred 및 the LAT S239Q 변이체에 있어서 DE 진행이 유사한

비율로 감소하였는데(Fred 에 있어서는 50% 및 LAT S239Q 변이체에 있어서는 66%; 10 DE 에 도달하기까지의 시

간을 기초로 함), 이는 열안정성이 Fred 에 필적한다는 것을 시사한다.     도 7 을 참조하라.
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벤치 쿠커를 통해 5.8, 5.5, 및 5.2 의 세 가지 상이한 pH 에서 LAT S239Q 변이체의 DE 형성을 Fred 와 비교하[0398]

였다.     상기 pH 값들에 있어서의 DE 진행에서 LAT S239Q 및 Fred 간에 차이가 나타나지 않았는데, 이는 더

낮은 pH 에서도 안정성이 동등함을 확증한다.     도 8 을 참조하라.

전분 슬러리 중의 칼슘 농도의 효과를 측정하기 위해, 벤치 쿠커를 통해 pH 5.6 에서 LAT S239Q 의 DE 형성을[0399]

Fred 와 비교하였다.     사용된 전분 슬러리를 pH 3.0 에서 3 회 세척하여 칼슘 및 나트륨 함량을 감소시키고,

시험을 위해 pH 를 다시 5.6 으로 조정하였다.     유리 칼슘의 대략 90% 가 상기 세척 절차에 의해 제거되었는

데, 결과적으로 유리 칼슘 수준은 약 3 ppm 이 되었다.     결과는 도 9 에 나타나 있는데, 이는 LAT S239Q 변

이체가 Fred 만큼 양호하게 저 칼슘 및 더욱 낮은 pH (5.6) (야생형 LAT 의 성능에 있어서 매우 유해하였을 조

건(데이터는 나타나 있지 않음)) 를 견뎌낸다는 것을 시사한다.

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4
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도면5

도면6
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도면7

도면8
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도면9

서 열 목 록

                               SEQUENCE LISTING

<110> DANISCO US INC., GENENCOR DIVISION 

 

<120> VARIANTS OF BACILLUS LICHENIFORMIS ALPHA-AMYLASE WITH INCREASED 

      THERMOSTABILITY AND/OR DECREASED CALCIUM DEPENDENCE

<130> 48452-0026-00-WO

<140><141><150> 60/985,619

<151> 2007-11-05

<160> 6     

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 1536

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of artificial sequence: Synthetic 

      polynucleotide"

<400> 1

atgaaacaac aaaaacggct ttacgcccga ttgctgacgc tgttatttgc gctcatcttc     60

ttgctgcctc attctgcagc ttcagcagca aatcttaatg ggacgctgat gcagtatttt    120
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gaatggtaca tgcccaatga cggccaacat tggaagcgtt tgcaaaacga ctcggcatat    180

ttggctgaac acggtattac tgccgtctgg attcccccgg catataaggg aacgagccaa    240

gcggatgtgg gctacggtgc ttacgacctt tatgatttag gggagtttca tcaaaaaggg    300

acggttcgga caaagtacgg cacaaaagga gagctgcaat ctgcgatcaa aagtcttcat    360

tcccgcgaca ttaacgttta cggggatgtg gtcatcaacc acaaaggcgg cgctgatgcg    420

accgaagatg taaccgcggt tgaagtcgat cccgctgacc gcaaccgcgt aatttcagga    480

gaacacctaa ttaaagcctg gacacatttt cattttccgg ggcgcggcag cacatacagc    540

gattttaaat ggcattggta ccattttgac ggaaccgatt gggacgagtc ccgaaagctg    600

aaccgcatct ataagtttca aggaaaggct tgggattggg aagtttccaa tgaaaacggc    660

aactatgatt atttgatgta tgccgacatc gattatgacc atcctgatgt cgcagcagaa    720

attaagagat ggggcacttg gtatgccaat gaactgcaat tggacggttt ccgtcttgat    780

gctgtcaaac acattaaatt tcaatttttg cgggattggg ttaatcatgt cagggaaaaa    840

acggggaagg aaatgtttac ggtagctgaa tattggcaga atgacttggg cgcgctggaa    900

aactatttga acaaaacaaa ttttaatcat tcagtgtttg acgtgccgct tcattatcag    960

ttccatgctg catcgacaca gggaggcggc tatgatatga ggaaattgct gaacggtacg   1020

gtcgtttcca agcatccgtt gaaatcggtt acatttgtcg ataaccatga tacacagccg   1080

gggcaatcgc ttgagtcgac tgtccaaaca tggtttaagc cgcttgctta cgcttttatt   1140

ctcacaaggg aatctggata ccctcaggtt ttctacgggg atatgtacgg gacgaaagga   1200

gactcccagc gcgaaattcc tgccttgaaa cacaaaattg aaccgatctt aaaagcgaga   1260

aaacagtatg cgtacggagc acagcatgat tatttcgacc accatgacat tgtcggctgg   1320

acaagggaag gcgacagctc ggttgcaaat tcaggtttgg cggcattaat aacagacgga   1380

cccggtgggg caaagcgaat gtatgtcggc cggcaaaacg ccggtgagac atggcatgac   1440

attaccggaa accgttcgga gccggttgtc atcaattcgg aaggctgggg agagtttcac   1500

gtaaacggcg ggtcggtttc aatttatgtt caaaga                             1536

<210> 2

<211> 483

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of artificial sequence: Synthetic 

      polypeptide"
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<400> 2

Ala Asn Leu Asn Gly Thr Leu Met Gln Tyr Phe Glu Trp Tyr Met Pro 

1               5                   10                  15      

Asn Asp Gly Gln His Trp Lys Arg Leu Gln Asn Asp Ser Ala Tyr Leu 

            20                  25                  30          

Ala Glu His Gly Ile Thr Ala Val Trp Ile Pro Pro Ala Tyr Lys Gly 

        35                  40                  45              

Thr Ser Gln Ala Asp Val Gly Tyr Gly Ala Tyr Asp Leu Tyr Asp Leu 

    50                  55                  60                  

Gly Glu Phe His Gln Lys Gly Thr Val Arg Thr Lys Tyr Gly Thr Lys 

65                  70                  75                  80  

Gly Glu Leu Gln Ser Ala Ile Lys Ser Leu His Ser Arg Asp Ile Asn 

                85                  90                  95      

Val Tyr Gly Asp Val Val Ile Asn His Lys Gly Gly Ala Asp Ala Thr 

            100                 105                 110         

Glu Asp Val Thr Ala Val Glu Val Asp Pro Ala Asp Arg Asn Arg Val 

        115                 120                 125             

Ile Ser Gly Glu His Leu Ile Lys Ala Trp Thr His Phe His Phe Pro 

    130                 135                 140                 

Gly Arg Gly Ser Thr Tyr Ser Asp Phe Lys Trp His Trp Tyr His Phe 

145                 150                 155                 160 

Asp Gly Thr Asp Trp Asp Glu Ser Arg Lys Leu Asn Arg Ile Tyr Lys 

                165                 170                 175     

Phe Gln Gly Lys Ala Trp Asp Trp Glu Val Ser Asn Glu Asn Gly Asn 

            180                 185                 190         

Tyr Asp Tyr Leu Met Tyr Ala Asp Ile Asp Tyr Asp His Pro Asp Val 

        195                 200                 205             

Ala Ala Glu Ile Lys Arg Trp Gly Thr Trp Tyr Ala Asn Glu Leu Gln 

    210                 215                 220                 

Leu Asp Gly Phe Arg Leu Asp Ala Val Lys His Ile Lys Phe Gln Phe 

225                 230                 235                 240 

Leu Arg Asp Trp Val Asn His Val Arg Glu Lys Thr Gly Lys Glu Met 
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                245                 250                 255     

Phe Thr Val Ala Glu Tyr Trp Gln Asn Asp Leu Gly Ala Leu Glu Asn 

            260                 265                 270         

Tyr Leu Asn Lys Thr Asn Phe Asn His Ser Val Phe Asp Val Pro Leu 

        275                 280                 285             

His Tyr Gln Phe His Ala Ala Ser Thr Gln Gly Gly Gly Tyr Asp Met 

    290                 295                 300                 

Arg Lys Leu Leu Asn Gly Thr Val Val Ser Lys His Pro Leu Lys Ser 

305                 310                 315                 320 

Val Thr Phe Val Asp Asn His Asp Thr Gln Pro Gly Gln Ser Leu Glu 

                325                 330                 335     

Ser Thr Val Gln Thr Trp Phe Lys Pro Leu Ala Tyr Ala Phe Ile Leu 

            340                 345                 350         

Thr Arg Glu Ser Gly Tyr Pro Gln Val Phe Tyr Gly Asp Met Tyr Gly 

        355                 360                 365             

Thr Lys Gly Asp Ser Gln Arg Glu Ile Pro Ala Leu Lys His Lys Ile 

    370                 375                 380                 

Glu Pro Ile Leu Lys Ala Arg Lys Gln Tyr Ala Tyr Gly Ala Gln His 

385                 390                 395                 400 

Asp Tyr Phe Asp His His Asp Ile Val Gly Trp Thr Arg Glu Gly Asp 

                405                 410                 415     

Ser Ser Val Ala Asn Ser Gly Leu Ala Ala Leu Ile Thr Asp Gly Pro 

            420                 425                 430         

Gly Gly Ala Lys Arg Met Tyr Val Gly Arg Gln Asn Ala Gly Glu Thr 

        435                 440                 445             

Trp His Asp Ile Thr Gly Asn Arg Ser Glu Pro Val Val Ile Asn Ser 

    450                 455                 460                 

Glu Gly Trp Gly Glu Phe His Val Asn Gly Gly Ser Val Ser Ile Tyr 

465                 470                 475                 480 

Val Gln Arg 
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<210> 3

<211> 1536

<212> DNA

<213> Bacillus licheniformis

<400> 3

atgaaacaac aaaaacggct ttacgcccga ttgctgacgc tgttatttgc gctcatcttc     60

ttgctgcctc attctgcagc ttcagcagca aatcttaatg ggacgctgat gcagtatttt    120

gaatggtaca tgcccaatga cggccaacat tggaagcgtt tgcaaaacga ctcggcatat    180

ttggctgaac acggtattac tgccgtctgg attcccccgg catataaggg aacgagccaa    240

gcggatgtgg gctacggtgc ttacgacctt tatgatttag gggagtttca tcaaaaaggg    300

acggttcgga caaagtacgg cacaaaagga gagctgcaat ctgcgatcaa aagtcttcat    360

tcccgcgaca ttaacgttta cggggatgtg gtcatcaacc acaaaggcgg cgctgatgcg    420

accgaagatg taaccgcggt tgaagtcgat cccgctgacc gcaaccgcgt aatttcagga    480

gaacacctaa ttaaagcctg gacacatttt cattttccgg ggcgcggcag cacatacagc    540

gattttaaat ggcattggta ccattttgac ggaaccgatt gggacgagtc ccgaaagctg    600

aaccgcatct ataagtttca aggaaaggct tgggattggg aagtttccaa tgaaaacggc    660

aactatgatt atttgatgta tgccgacatc gattatgacc atcctgatgt cgcagcagaa    720

attaagagat ggggcacttg gtatgccaat gaactgcaat tggacggttt ccgtcttgat    780

gctgtcaaac acattaaatt ttcttttttg cgggattggg ttaatcatgt cagggaaaaa    840

acggggaagg aaatgtttac ggtagctgaa tattggcaga atgacttggg cgcgctggaa    900

aactatttga acaaaacaaa ttttaatcat tcagtgtttg acgtgccgct tcattatcag    960

ttccatgctg catcgacaca gggaggcggc tatgatatga ggaaattgct gaacggtacg   1020

gtcgtttcca agcatccgtt gaaatcggtt acatttgtcg ataaccatga tacacagccg   1080

gggcaatcgc ttgagtcgac tgtccaaaca tggtttaagc cgcttgctta cgcttttatt   1140

ctcacaaggg aatctggata ccctcaggtt ttctacgggg atatgtacgg gacgaaagga   1200

gactcccagc gcgaaattcc tgccttgaaa cacaaaattg aaccgatctt aaaagcgaga   1260

aaacagtatg cgtacggagc acagcatgat tatttcgacc accatgacat tgtcggctgg   1320

acaagggaag gcgacagctc ggttgcaaat tcaggtttgg cggcattaat aacagacgga   1380

cccggtgggg caaagcgaat gtatgtcggc cggcaaaacg ccggtgagac atggcatgac   1440

attaccggaa accgttcgga gccggttgtc atcaattcgg aaggctgggg agagtttcac   1500

gtaaacggcg ggtcggtttc aatttatgtt caaaga                             1536
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<210> 4

<211> 483

<212> PRT

<213> Bacillus licheniformis

<400> 4

Ala Asn Leu Asn Gly Thr Leu Met Gln Tyr Phe Glu Trp Tyr Met Pro 

1               5                   10                  15      

Asn Asp Gly Gln His Trp Lys Arg Leu Gln Asn Asp Ser Ala Tyr Leu 

            20                  25                  30          

Ala Glu His Gly Ile Thr Ala Val Trp Ile Pro Pro Ala Tyr Lys Gly 

        35                  40                  45              

Thr Ser Gln Ala Asp Val Gly Tyr Gly Ala Tyr Asp Leu Tyr Asp Leu 

    50                  55                  60                  

Gly Glu Phe His Gln Lys Gly Thr Val Arg Thr Lys Tyr Gly Thr Lys 

65                  70                  75                  80  

Gly Glu Leu Gln Ser Ala Ile Lys Ser Leu His Ser Arg Asp Ile Asn 

                85                  90                  95      

Val Tyr Gly Asp Val Val Ile Asn His Lys Gly Gly Ala Asp Ala Thr 

            100                 105                 110         

Glu Asp Val Thr Ala Val Glu Val Asp Pro Ala Asp Arg Asn Arg Val 

        115                 120                 125             

Ile Ser Gly Glu His Leu Ile Lys Ala Trp Thr His Phe His Phe Pro 

    130                 135                 140                 

Gly Arg Gly Ser Thr Tyr Ser Asp Phe Lys Trp His Trp Tyr His Phe 

145                 150                 155                 160 

Asp Gly Thr Asp Trp Asp Glu Ser Arg Lys Leu Asn Arg Ile Tyr Lys 

                165                 170                 175     

Phe Gln Gly Lys Ala Trp Asp Trp Glu Val Ser Asn Glu Asn Gly Asn 

            180                 185                 190         

Tyr Asp Tyr Leu Met Tyr Ala Asp Ile Asp Tyr Asp His Pro Asp Val 

        195                 200                 205             

Ala Ala Glu Ile Lys Arg Trp Gly Thr Trp Tyr Ala Asn Glu Leu Gln 
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    210                 215                 220                 

Leu Asp Gly Phe Arg Leu Asp Ala Val Lys His Ile Lys Phe Ser Phe 

225                 230                 235                 240 

Leu Arg Asp Trp Val Asn His Val Arg Glu Lys Thr Gly Lys Glu Met 

                245                 250                 255     

Phe Thr Val Ala Glu Tyr Trp Gln Asn Asp Leu Gly Ala Leu Glu Asn 

            260                 265                 270         

Tyr Leu Asn Lys Thr Asn Phe Asn His Ser Val Phe Asp Val Pro Leu 

        275                 280                 285             

His Tyr Gln Phe His Ala Ala Ser Thr Gln Gly Gly Gly Tyr Asp Met 

    290                 295                 300                 

Arg Lys Leu Leu Asn Gly Thr Val Val Ser Lys His Pro Leu Lys Ser 

305                 310                 315                 320 

Val Thr Phe Val Asp Asn His Asp Thr Gln Pro Gly Gln Ser Leu Glu 

                325                 330                 335     

Ser Thr Val Gln Thr Trp Phe Lys Pro Leu Ala Tyr Ala Phe Ile Leu 

            340                 345                 350         

Thr Arg Glu Ser Gly Tyr Pro Gln Val Phe Tyr Gly Asp Met Tyr Gly 

        355                 360                 365             

Thr Lys Gly Asp Ser Gln Arg Glu Ile Pro Ala Leu Lys His Lys Ile 

    370                 375                 380                 

Glu Pro Ile Leu Lys Ala Arg Lys Gln Tyr Ala Tyr Gly Ala Gln His 

385                 390                 395                 400 

Asp Tyr Phe Asp His His Asp Ile Val Gly Trp Thr Arg Glu Gly Asp 

                405                 410                 415     

Ser Ser Val Ala Asn Ser Gly Leu Ala Ala Leu Ile Thr Asp Gly Pro 

            420                 425                 430         

Gly Gly Ala Lys Arg Met Tyr Val Gly Arg Gln Asn Ala Gly Glu Thr 

        435                 440                 445             

Trp His Asp Ile Thr Gly Asn Arg Ser Glu Pro Val Val Ile Asn Ser 

    450                 455                 460                 
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Glu Gly Trp Gly Glu Phe His Val Asn Gly Gly Ser Val Ser Ile Tyr 

465                 470                 475                 480 

Val Gln Arg 

            

<210> 5

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of artificial sequence: Synthetic 

      peptide"

<400> 5

Thr Lys Gly Asp Ser Gln Arg Glu Ile 

1               5                   

<210> 6

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of artificial sequence: Synthetic 

      peptide"

<400> 6

Ile Pro Thr His Gly Val 

1               5       
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